Aurora B-Kinase-Inhibitor und Therapie mit elektrischen Feldern als neues adjuvantes Therapiekonzept in der Behandlung maligner Glioblastomrezidive by Lachmann, Doris
 
 
Aus der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie 




Aurora B-Kinase-Inhibitor und Therapie mit elektrischen Feldern als neues adjuvantes 






D i s s e r t a t i o n s s c h r i f t 
zur Erlangung des akademischen Grades 
Doktor der Medizin 
Doctor medicinae (Dr. med.) 
vorgelegt 
der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus 














Dresden 2020  
 
 
1. Gutachter:  
 
 


























Die Eintragung der Gutachter und Tag der mündlichen Prüfung (Verteidigung) erfolgt nach  
Festlegung von Seiten der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus der Technischen  
Universität Dresden. Die oben genannten Eintragungen werden durch die Doktoranden nach 
der Verteidigung zwecks Übergabe der fünf Pflichtexemplare an die Zweigbibliothek Medizin  





1 Einleitung ............................................................................................................. 1 
1.1 Glioblastoma multiforme: Definition, Ätiologie, Inzidenz ................................... 1 
1.1.1 Symptome und Diagnostik ............................................................................... 2 
1.2 Molekulare Klassifizierung ................................................................................... 3 
1.2.1 Unterteilung in primäre und sekundäre Glioblastome mittels des IDH-Status ... 3 
1.2.2 Molekulare Marker primärer Glioblastome ........................................................ 5 
1.2.3 Molekulare Marker sekundärer Glioblastome ................................................... 6 
1.2.4 Die Methylguanin-Methyltransferase (MGMT) .................................................. 6 
1.3 Konventionelle Therapie ....................................................................................... 7 
1.3.1 Leitlinie Primärtumor – Leitlinie Rezidiv ............................................................ 7 
1.3.2 Radiotherapie ................................................................................................... 9 
1.4 Neuartige Therapiekonzepte ...............................................................................10 
1.4.1 Biologischer Hintergrund .................................................................................10 
1.4.2 Aurorakinase-Inhibitoren .................................................................................14 
1.4.3 Tumor Treating Fields (TTFields) ....................................................................15 
1.5 Zielstellung ...........................................................................................................18 
2 Material und Methoden ..................................................................................... 20 
2.1 Material .................................................................................................................20 
2.1.1 Antikörper ........................................................................................................20 
2.1.2 Chemikalien ....................................................................................................20 
2.1.3 Geräte .............................................................................................................21 
2.1.4 Lösungen ........................................................................................................22 
2.1.5 Medien ............................................................................................................22 
2.1.6 Kits ..................................................................................................................23 
2.1.7 Primärkulturen .................................................................................................23 
2.1.8 Software ..........................................................................................................23 




2.1.10 Verbrauchsmaterialien ....................................................................................24 
2.2 Methoden ..............................................................................................................24 
2.2.1 Zellkultivierung allgemein ................................................................................24 
2.2.2 Passagieren adhärenter Zellen .......................................................................24 
2.2.3 Kultivierung von primärem Patientenmaterial ..................................................25 
2.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung ............................................................25 
2.2.5 Bestimmung der Lebendzellzahl – Neubauer-Zählkammer .............................26 
2.2.6 Durchflusszytometrische Analyse ....................................................................26 
2.2.7 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels PI ......................................................27 
2.2.8 Bestimmung des DNA-Gehalt/Ploidiegrades mittels PI ....................................27 
2.2.9 Durchflusszytometrische Immunphänotypisierung von Glioblastomzellen .......28 
2.2.10 Beschichtung von Glascoverslips ....................................................................29 
2.2.11 Bestrahlung mittels Röntgensystem ................................................................29 
2.2.12 Titration der Bestrahlungsdosis .......................................................................30 
2.2.13 Titration einer effektiven Aurora B-Kinase-Inhibitorkonzentration ....................30 
2.2.14 In vitro-Applikation der TTFields ......................................................................31 
2.2.15 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ..........................................................32 
3 Ergebnisse ......................................................................................................... 33 
3.1 Wahl der Kontrollgruppe .....................................................................................33 
3.2 Typisierung der verwendeten Primärkulturen ....................................................33 
3.2.1 Befunde der Pathologie des UKD ....................................................................34 
3.2.2 Immunphänotypisierung ..................................................................................35 
3.3 Titration der AZD1152-Konzentration .................................................................38 
3.3.1 Titration der AZD1152-Konzentration an der Primärkultur HT16360-1 ............39 
3.3.2 Titration der AZD1152-Konzentration an der Primärkultur HT18328-3 ............40 
3.3.3 Titration der AZD1152-Konzentration an der Primärkultur HT18816 ................41 
3.4 Dosistitration der Radiotherapie .........................................................................41 
3.4.1 Titration der Bestrahlungsdosis an HT16360-1................................................42 




3.4.3 Titration der Bestrahlungsdosis an HT18816 ...................................................44 
3.5 Kombinationstherapie mit Radiotherapie, TTFields und AZD1152 ...................44 
3.5.1 Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie anhand der Lebendzellzahl .....45 
3.5.2 Zytoreduktiver Effekt der Kombinationstherapie ..............................................48 
3.5.3 Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie anhand des Ploidiegrades .......50 
3.5.4 Qualitativer Effekt der Kombinationstherapie ...................................................53 
4 Diskussion ......................................................................................................... 60 
4.1 In vitro-Charakterisierung der Primärkulturen ...................................................60 
4.2 Radiotherapie .......................................................................................................61 
4.3 Neuartige Behandlungsoptionen ........................................................................63 
4.3.1 TTFields ..........................................................................................................63 
4.3.2 Aurora B-Kinase-Inhibitor AZD1152 ................................................................64 
4.4 Kombinierte Behandlungsmethoden – Zwei- und Dreifachtherapie .................66 
5 Zusammenfassung............................................................................................ 70 
Abstract ................................................................................................................... 72 
Literaturverzeichnis ............................................................................................... 75 
Tabellenverzeichnis ............................................................................................... 89 
Abbildungsverzeichnis .......................................................................................... 90 
Abkürzungsverzeichnis ......................................................................................... 92 







1.1  Glioblastoma multiforme: Definition, Ätiologie, Inzidenz 
Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der häufigste und aggressivste hirneigene Tumor des 
zentralen Nervensystems (ZNS) beim erwachsenen Menschen (Tamimi und Juweid, 2017). 
Glioblastome entstehen aus Astrozyten. Gemeinsam mit Oligodendrozyten, Ependymzellen 
und diversen anderen Zellen bilden sie das Stützgewebe des Nervensystems. Mit 50 - 60 % 
aller astrozytären Tumore stellt das GBM den größten Anteil der Gliome (Tolnay, 2002). 
Aufgrund seiner Aggressivität und dem häufigen Auftreten von Rezidiven besteht nur eine sehr 
geringe Chance auf Heilung (Dincoglan et al., 2015). Die Einteilung der Tumorentitäten durch 
die Weltgesundheitsorganisation (WHO) erfolgte 2007 anhand der histologischen Beurteilung 
von Zelltyp, Wachstumsverhalten und Gewebearchitektur. Zusätzlich erfolgte durch die WHO 
eine Gradeinteilung in I - IV nach dem Ausmaß der Anaplasie. Diese wird mit Hilfe der 
histologischen Malignitätskriterien (Zellkernatypien, mitotische Aktivität, infiltrierend und 
destruierendes Wachstum, Mikrovaskularisierung und Nekrosen) bestimmt. Während der 
WHO-Grad I für langsam wachsende, lokal begrenzte Tumore mit guter Prognose steht, gelten 
Mikrovaskularisierung und intratumorale Nekrosen als charakteristische Merkmale für Grad IV 
sowie seine Assoziation mit hoher Malignität (Aldape et al., 2015; Reifenberger et al., 2017). 
Im Jahr 2016 wurde die bestehende WHO-Klassifikation für Hirntumore überarbeitet und 
erweitert. Seither werden erstmals molekulargenetische Merkmale berücksichtigt (Louis et al., 
2016). Da Gliome äußerst selten außerhalb des ZNS metastasieren, wird der WHO-Grad als 
einer von mehreren Parametern für die Abschätzung des Outcomes herangezogen. 
Glioblastome werden in primäre, de novo entstandene und in sekundäre, aus niedriggradigen 
Astrozytomen hervorgehende Tumore unterteilt (Ohgaki und Kleihues, 2013).  
Die Ätiologie der Glioblastome ist bis heute weitgehend ungeklärt. Lediglich 1 - 5 % aller 
Gliome sind hereditären Ursprungs (Malmer et al., 2007; Schneider et al., 2010). In ihrer 
Entwicklung unterscheiden sie sich von den spontan auftretenden Glioblastomen (Urbańska 
et al., 2014).  
Es werden folgende GBM-assoziierte Risikofaktoren diskutiert: die frühkindliche Bestrahlung 
in therapeutischer Dosierung, verschiedene Immunfaktoren und -gene sowie einzelne 
Nukleotidpolymorphismen. Atopische Veranlagung sowie hohe IgE-Spiegel zeigten sich im 
Hinblick auf die Gliomgenese protektiv (Schwartzbaum et al., 2006). Des Weiteren wird eine 
kurzzeitige (< 5 Jahre) anti-inflammatorische Therapie, insbesondere bei nicht an Allergien 





Die Inzidenz des GBM variiert je nach Alter zwischen 0,59 - 3,69 Neuerkrankungen pro 
100.000 Einwohner, wobei Männer 1,6 Mal häufiger betroffen sind als Frauen (Tamimi und 
Juweid, 2017). Bei Patienten mit hereditären Tumorsyndromen ist die Inzidenz im Vergleich 
zum sporadischen Auftreten deutlich erhöht. 
Weniger als 5 % aller GBM-Patienten überleben die ersten fünf Jahre nach Diagnosestellung 
(Tamimi und Juweid, 2017). Das mediane Überleben liegt bei 15 Monaten (Thakkar et al., 
2014), während das progressionsfreie Intervall nach Standardtherapie nur bei 
4,4 - 8,4 Monaten liegt (Robin et al., 2017). Aufgrund des schnellen Wachstums wird 
Früherkennungs-, Präventions- oder Screeninguntersuchungen keine Bedeutung 
zugemessen.  
 
1.1.1 Symptome und Diagnostik  
Es gibt keine eindeutigen, das Glioblastom definierende Symptome. So kann der Anfang der 
Erkrankung gänzlich asymptomatisch verlaufen. In Abhängigkeit von Lage und Größe des 
Tumors kann es zu vielfältigsten neurologischen Störungen kommen. Hierbei können lokale 
Symptome, wie Seh- oder Sprachstörungen, Hirndruckzeichen, wie Kopfschmerz, Übelkeit 
und Änderungen des Bewusstseinszustandes, sowie auch neu auftretende, fokale oder 
generalisierte Krampfanfälle als Zeichen für eine intrakranielle Raumforderung angesehen 
werden (Hofer et al., 2019). Die schnelle Zunahme von klinischen Symptomen lässt oftmals 
eine Malignität vermuten. Der Zeitraum zwischen dem Auftreten eines Symptoms und der 
Diagnosestellung beim Glioblastom beträgt lediglich bei 7 % aller Patienten mehr als ein Jahr 
(Schneider et al., 2010).  
Für die Bestätigung der Verdachtsdiagnose einer intrakraniellen Raumforderung werden in 
erster Linie Schnittbildverfahren eingesetzt. Hier ist die Magnetresonanztomographie (MRT) 
mit Kontrastmittel im Hinblick auf Sensitivität, Weichteilkontrast, Ausdehnungsbeurteilung und 
dreidimensionaler Darstellung diagnostisches Mittel der Wahl (Schneider et al., 2010). Bei 
Kontraindikationen in Bezug auf das MRT kann als zweite Wahl auf die Computertomographie 
(CT) zurückgegriffen werden. Nach Bestätigung der Raumforderung durch ein bildgebendes 





Abbildung 1: Axiale MRT-Aufnahme mit Kontrastmittel in T1-gewichtet. Die MRT-Sequenz zeigt eine Läsion 
links temporal mit zentralen Nekrosen (A), randständiger Kontrastmittel-Aufnahme (B) und peritumoralen 
Hirnödem (C). Vorzugsweise ist der Befund Glioblastoma multiforme abzuleiten (Quelle: Archiv des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus - Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie, Technische Universität Dresden). 
Die Abbildung 1 verdeutlicht einige GBM-typische Merkmale im MRT. Hierzu gehören unter 
anderem zentrale nekrotische Areale (Abbildung 1 A), eine Kontrastmittel-aufnehmende, 
girlandenförmige Randstruktur (Abbildung 1 B) sowie ein peritumorales Ödem (Abbildung 1 C) 
(Weller et al., 2014). Aufgrund seines diffus-infiltrierenden Wachstums ins umliegende 
Hirngewebe (Pisapia, 2017) kann das GBM zur Verdrängung anliegender Hirnareale führen, 
wodurch ein Anstieg des Hirndrucks resultieren kann. 
In Bezug auf ihr MRT-Erscheinungsbild präsentieren sich Primärtumor und Rezidiv ähnlich. 
Während sich das Rezidiv in > 90 % lokal, innerhalb von 2 cm in Bezug auf die Ränder des 
Primärtumors findet (local recurrence, LK), handelt es sich in der Minderheit der Fälle um 
entfernte Rezidive (distant recurrence, DR) mit ≥ 2 cm Abstand (Choucair et al., 1986; 
Hou et al., 2006; De Bonis et al., 2013). 
Differentialdiagnostisch sind ohne bioptische Absicherung weiterhin Metastasen, Abszesse, 
Entzündungen oder auch Blutungen in Betracht zu ziehen (Schneider et al., 2010). 
 
1.2  Molekulare Klassifizierung 
1.2.1 Unterteilung in primäre und sekundäre Glioblastome mittels des IDH-Status 
Rein histologisch lassen sich primäre und sekundäre Glioblastome nicht unterscheiden. In den 




de novo entstandene Glioblastome (primäres GBM) und aus niedriggradigen Astrozytomen 
(WHO-Grad II/III) hervorgehende Glioblastome (sekundäres GBM) unterschieden (Tolnay, 
2002). 
Mit der Integration von molekularen Markern, insbesondere der Isocitratdehydrogenase (IDH) 
in die WHO-Klassifikation von 2016, wurde die ursprüngliche Definition erweitert. Seither 
gelten IDH-Wildtyp (IDHWT), de novo entstandene Glioblastome als Primär und IDH-mutierte 
(IDHmut), aus niedriggradigen Astrozytomen hervorgehende als Sekundär (Figarella-
Branger et al., 2008). Sollte eine molekulare Testung nicht möglich sein, so wird der Tumor 
mit NOS (not otherwise specified, nicht weiter spezifiziert) betitelt (Reifenberger et al., 2017).  
In humanen Zellen liegt die IDH in drei Isoformen vor (Ohba und Hirose, 2016). Als Enzym des 
Citratzyklus ist die IDH ein zentraler Bestandteil des Stoffwechsels. IDH1/2 katalysieren die 
Oxidation von Isocitrat mit dem Coenzym NAD(P)+ zu CO2, NAD(P)H + H+ und α-Ketoglutarat 
(α-KG). NAD(P)H wird als Reduktionsmittel für die Umwandlung von Glutathiondisulfid 
(GSSG) zu Glutathion (GSH) verwendet. Da GSH reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS) im 
Körper reduziert, ist NAD(P)H wesentlich an der Minimierung von oxidativem Stress beteiligt 
(Ohba und Hirose, 2016). 
Eine Mutation der IDH bedingt folglich eine veränderte enzymatische Aktivität. Anstelle von 
NAD(P)H + H+ und α-KG entsteht das als Onkometabolit bezeichnete 2-Hydroxy-
glutarat (2HG). 2HG inhibiert α-KG-abhängige Enzyme, welche eine wichtige Rolle in der 
Genregulation und Gewebshomöostase spielen (Clark et al., 2016).  
 
Abbildung 2: Genetische Entwicklung primärer und sekundärer Glioblastome. In der Abbildung sind die 
genetischen Entwicklungen primärer und sekundärer Glioblastome sowie deren typische molekulare Marker 
aufgezeigt. Die IDH-Mutation tritt wahrscheinlich vor der Mutation des Tumorsuppressor-Proteins (TP53) auf. Beide 




scheint der Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) des Chromosoms 10q von prognostischer 
Bedeutung zu sein. Die Amplifikation des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (epidermal growth factor 
receptor, EGFR) steht als molekularer Marker für primäre Glioblastome (modifiziert nach Ohgaki und Kleihues, 
2013). 
Die Abbildung 2 zeigt die Einteilung in primäre und sekundäre GBM anhand ihrer genetischen 
Entwicklung sowie einen Ausschnitt molekularer Veränderungen und deren 
Auftretenshäufigkeit, welche hilfreiche Ansatzpunkte für Diagnostik und Behandlung bilden 
können. Einige bereits etablierte Vertreter der prädiktiven und prognostischen Marker werden 
im folgenden Abschnitt näher erläutert.  
 
1.2.2 Molekulare Marker primärer Glioblastome 
In 90 % aller Fälle handelt es sich um primäre Glioblastome. Die Inzidenz steigt ab dem 
55. Lebensjahr bis zu ihrem Höhepunkt im Alter von 75 - 84 Jahren stetig an (Thakkar et al., 
2014). Die epidermal growth factor receptor (EGFR) -Amplifikation tritt mit 36 % (Ohgaki und 
Kleihues, 2013) bis 57 % bei primären Glioblastomen auf und gilt somit als einer ihrer 
spezifischen molekularen Marker (An et al., 2018). Die EGFR-Amplifikation ist nicht für das 
primäre GBM spezifisch, da sie bei verschiedenen Tumoren beobachtet wird (Hatanpaa et al., 
2010). Der EGFR gehört zu den transmembranen Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Durch 
Bindung eines Liganden an die extrazelluläre Domäne wird die intrazelluläre Tyrosinkinase 
aktiviert. Infolgedessen werden die PI3K/AKT/mTOR- und RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwege 
stimuliert. Durch eine EGFR-Amplifikation und/oder -Überexpression werden sowohl Invasion 
und Angiogenese gesteigert, als auch das Überleben der Zellen und deren Proliferation 
gefördert (Eskilsson et al., 2018).  
Der Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) des Chromosoms 10q ist ein 
gemeinsamer prognostischer Biomarker der Glioblastome (Sasmita et al., 2018). Als ihr 
Verlust wird bezeichnet, wenn ein Allel eines Gens bereits inaktiviert ist und das Zweite seine 
normale Funktion verliert. Während beim primären GBM meist ein kompletter Verlust des 
Chromosoms 10 (10p/q) zu verzeichnen ist, kommt es beim sekundären GBM oftmals nur zu 
einem partiellen Verlust des Chromosoms 10q (Fujisawa et al., 2000).  
In normaler Funktion unterdrückt das Tumorsuppressor-Gen PTEN (phosphatase and tensin 
homolog) den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg. Durch seine Lage auf dem Chromosom 10 wird 
bei Verlust des Chromosoms oder bei Mutation des PTEN die Unterdrückung des Signalweges 
aufgehoben. Es resultieren eine gesteigerte Zellproliferation bei gleichzeitig gehemmter 





1.2.3 Molekulare Marker sekundärer Glioblastome 
Das Erkrankungsalter liegt bei sekundären Glioblastomen zwischen 2 und 60 Jahren. Sie 
verzeichnen eine deutlich bessere Prognose als IDHWT-Glioblastome (Thakkar et al., 2014). 
Mit einer Häufigkeit von 60 - 65 % (Ohgaki und Kleihues, 2007; Ohgaki und Kleihues, 2013) 
steht die Mutation des Tumorsuppressor-Gens (TP53) für einen weiteren molekularen Marker, 
dessen Mutation frühzeitig in der Genese sekundärer Glioblastome stattfindet. Das TP53-Gen 
gilt insgesamt als das häufigste mutierte Gen humaner Tumore (Clarke et al., 2019). Der 
elementare Wert des p53 beruht auf seiner Funktion im Zellzyklus (siehe 1.4.1.1). Kommt es 
zu einem DNA-Schaden, obliegt es p53 den Zellzyklus bis zur Behebung anzuhalten. Wird der 
DNA-Schaden nicht behoben, induziert das angehäufte p53 die Apoptose (Cohen und 
Colman, 2015). Ein mutiertes p53 ist außer Stande die Kontrolle der DNA auf ihre Korrektheit 
aufrecht zu erhalten. Folglich kommt es zu einer ungehemmten Proliferation abnormer Zellen.  
Neben dem Verlust des Chromosoms 10 zeigt sich in 50 % aller sekundären GBM ebenfalls 
ein Verlust der Heterozygotie des Chromosoms 19q (Nakamura et al., 2000). Als weiteres 
charakteristisches molekulares Merkmal gilt die Mutation des Gens für den 
Transkriptionsfaktor Alpha-thalassemia mental retardation syndrome X-linked (ATRX). 
 
1.2.4 Die Methylguanin-Methyltransferase (MGMT) 
Die Resistenz gegenüber alkylierenden Substanzen lässt sich auf das DNA-Reparaturenzym 
O-6-Methylguanin-Methyltransferase (MGMT) zurückführen (Hegi et al., 2008). Ihre Aufgabe 
liegt in der Entfernung fehlerhafter Alkylgruppe an Position O6 der DNA und bei der 
Aufrechterhaltung der normalen Zellphysiologie sowie der Genomstabilität (Gerson, 2004). 
Das für MGMT kodierende Gen befindet sich auf Chromosom 10q26.3. Mit Hilfe von 
Transkriptionsfaktoren wird die Expression gesteigert (Sasmita et al., 2018). Ein erhöhtes 
Vorkommen des Reparaturenzyms kann der Karzinomgenese entgegenwirken, aber 
gleichzeitig auch die Chemoresistenz gegenüber alkylierenden Reagenzien steigern. In Bezug 
auf die Genregulation ist der Methylierungsstatus der Promotorregion des MGMT-Gens, 
insbesondere seine CpG-Insel, von klinischer Bedeutung (Weller et al., 2010), denn eine 
Hypermethylierung führt zur Transkriptionsrepression und folglich zu einer reduzierten MGMT-
Aktivität (Reifenberger et al., 2017; Yu et al., 2020). Da die fehlerhaften Alkylgruppen nicht 
entfernt werden, summiert sich ihre zytotoxische Wirkung (Hegi et al., 2008).  
Hinsichtlich des Ansprechens auf alkylierende Chemotherapeutika gilt der MGMT-
Methylierungsstatus als relevanter prognostischer und prädiktiver Marker bei 
Glioblastompatienten (Johannessen et al., 2018). Zu ihnen gehört das 
Standardchemotherapeutikum Temozolomid (TMZ). Als Alkylans beruht seine Wirkung auf der 




Methylgruppenanlagerung an Position N7 oder O6 des Guanins sowie an Position N3 des 
Adenins (Zhang et al., 2012) und führt somit zur Basenfehlpaarung und G2-Arrest 
(siehe 1.4.1.1). Wird die Alkylgruppe nicht schnell genug entfernt, so folgt der Übergang in die 
Apoptose.  
Durch die Methylierung der Promotorregion wird eine Reduzierung der MGMT-Aktivität bewirkt 
und die Sensitivität gegenüber Temozolomid gesteigert. Dieser Effekt verifiziert sich sowohl in 
einem verlängerten progressionsfreien Intervall als auch im Gesamtüberleben (Hegi et al., 
2008; Limam et al., 2019). Patienten mit negativem Methylierungsstatus zeigen im Vergleich 
von alleiniger Radiotherapie (RT) und Kombinationstherapie (RT + TMZ) keinen signifikanten 
Unterschied in Bezug auf das Gesamtüberleben (Suri et al., 2011). 
In 75 % aller sekundären Glioblastome findet sich ein positiver Methylierungsstatus, welcher 
mit einer großen Korrelation von 92 % mit einer TP53-Mutation vergesellschaftet ist (Sasmita 
et al., 2018). Im Vergleich hierzu zeigen 64 % aller primären GBM eine nicht methylierte 
Promotorregion (Nakamura et al., 2001). Wird bei einem Primärtumor ein positiver 
Methylierungsstatus festgestellt, so zeigt sich das Rezidiv ebenfalls mit methyliertem MGMT-
Promoter. Auch hier gilt, dass eine Hypermethylierung zu einem verbesserten 
Gesamtüberleben führt (Metellus et al., 2009).  
Zusammenfassend konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen MGMT-
Methylierungsstatus und progressionsfreiem Überleben sowie Gesamtüberleben bei Patienten 
mit GBM gezeigt werden und kann demnach auch als prognostischer Marker eingesetzt 
werden (Wick et al., 2014; Rao et al., 2018). 
 
1.3  Konventionelle Therapie 
1.3.1 Leitlinie Primärtumor – Leitlinie Rezidiv 
Sowohl die Deutsche Gesellschaft für Neurologie (DGN) als auch die European Association 
of Neuro-Oncology (EANO) stellen Leitlinien zur Diagnostik und Therapie des Glioblastoms 
bereit (Weller et al., 2014).  
Basierend auf den Empfehlungen sollte die Symptomatik eruiert und infolgedessen eine 
Schnittbildgebung durchgeführt werden. Meist wird bei unklarer Symptomatik eine 
Computertomographie veranlasst. In Bezug auf die GBM-Diagnostik stellt jedoch die 
Magnetresonanztomographie (MRT) das Mitter der Wahl dar. Demnach wird eine T1-Wichtung 
vor und nach Kontrastmittelgabe sowie eine T2/FLAIR (fluid attenuated inversion recovery)-
gewichtete MRT-Untersuchung mit einer maximalen Schichtdicke von ≤ 5 mm empfohlen 




Im Rahmen eines multidisziplinären Tumorboards sollte auf Grundlage von Klinik und 
Bildgebung ein individuelles Therapiekonzept erarbeitet werden. Grundsätzlich gilt für das neu 
diagnostizierte Glioblastom eine größtmögliche Resektion, also ohne dass sich der Patient in 
seinem neurologischen Zustand verschlechtert, begleitet von Radio- und Chemotherapie als 
aktueller Behandlungsstandard (Carlsson et al., 2014). Bei vorliegenden Kontraindikationen 
(z.B. ungünstiger Lokalisation des Tumors, schlechter Allgemeinzustand des Patienten) sollte 
durch eine stereotaktische Biopsie der Tumor histologisch klassifiziert werden. Des Weiteren 
kann eine präoperative, antiödematösen Therapie, bevorzugt mittels Glukokortikoide, zur 
Reduzierung der peritumoralen Hirnschwellung sowie zur Prophylaxe und Reduktion eines 
postoperativen Hirnödems dienen (Fernandes et al., 2017).  
Zur besseren Planung der chirurgischen Intervention können weitere bildgebende Verfahren 
hilfreich sein, wie u.a. das Perfusions-MRT (Darstellung der Durchblutung), Diffusions-Tensor-
Bildgebung (DTI; Darstellung der funktionellen Faserbahnen, z.B. Sehbahn), oder auch ein 
funktionelles MRT (isolierte Darstellung von Zellularität und/oder Vaskularität) (Kickingereder 
und Radbruch, 2016).  
Intraoperativ stehen u.a. Neuronavigationssysteme, Ultraschall, MRT, funktionelles Monitoring 
sowie fluoreszenzgestützte Verfahren zur Verfügung. Mittels dieser Techniken soll das 
Ausmaß der Resektion unter Wahrung der funktionellen Integrität optimiert werden, was 
wiederum einen positiven prognostischen Faktor darstellt (Pessina et al., 2018). 
Die Studie von Stummer et al., 2006 zeigte, dass der Einsatz ebenjener fluoreszenzgestützter 
Verfahren zu besseren Resektionsergebnissen führt. Insbesondere bei der mikrochirurgischen 
Resektion spielt die 5-Aminolävulinsäure (5-ALA) eine entscheidende Rolle (Weller et al., 
2014).  
Die allgemeinen Leitlinien empfehlen des Weiteren bei Patienten unter 60 Jahren die 
Kombination von Radiotherapie und Chemotherapie nach dem Stupp-Schema. Dieses 
beinhaltet eine fraktionierte Bestrahlung mit 2 Gy an 5/7 Tagen für 6 Wochen inklusive 
75 mg/m2 TMZ täglich. Nach einer vierwöchigen Pause werden weitere 6 Zyklen (5/23-Zyklus) 
à 150 - 200 mg/m2 TMZ angeschlossen (Stupp et al., 2005). Neben TMZ stehen weitere 
Chemotherapeutika, wie Nitrosoharnstoffe (CCNU) als Einzeltherapie oder in Kombination mit 
Procarbazin und Vincristin als Polychemotherapie, zur Verfügung.  
Für die Behandlung von Patienten über dem 70. Lebensjahr wird der MGMT-
Methylierungsstatus (siehe 1.2.4) zur Therapieentscheidung herangezogen. Empfohlen wird 
bei positivem Methylierungsstatus entweder eine alleinige Behandlung mit TMZ oder die 
Kombination mit Radiotherapie (Wick et al., 2012). Für Patienten ohne Hypermethylierung gilt 
die Bestrahlung als Standard. Um ihre Toxizität zu senken, kann auf ein hypofraktioniertes 
Schema zurückgegriffen werden. Hierbei wird eine Gesamtdosis von 34 Gy, verteilt auf 




Für die Kontrolle des Therapieansprechens werden während und nach der primären Therapie 
in zeitlich definierten Abständen MRT-Untersuchungen des Kopfes durchgeführt. Anhand der 
2010 veröffentlichten RANO-Kriterien erfolgt die auf den früheren Macdonald-Kriterien, 
insbesondere der kontrastverstärkten T1-Wichtung sowie der FLAIR-Diagnostik, basierende 
Unterteilung in complete response (CR), partial response (PR), stable disease (SD) und 
progressive disease (PD) (Radbruch und Bendszus, 2012). Bei 20 – 30 % aller Patienten wird 
innerhalb der ersten 12 Wochen nach der Radio-/TMZ-Kombinationstherapie ein 
bildmorphologisches Fortschreiten detektiert, was als Pseudoprogression bezeichnet wird 
(Weller et al., 2013). Wird bioptisch histologisch ein Tumor bestätigt oder reichern sich > 80 % 
des Kontrastmittels außerhalb des Bestrahlungsfeldes an, so handelt es sich um eine echte 
Progression (Kickingereder und Radbruch, 2016). 
Hinsichtlich der Therapie des Rezidivs liegt derzeit kein etablierter Behandlungsstandard vor 
(Seystahl et al., 2016). Eine klinische Therapieentscheidung sollte basierend auf vorheriger 
Therapie, Patientenalter, Karnofsky-Index und Rezidivmuster getroffen werden. Bei guter 
Erreichbarkeit, möglicher signifikanter Reduktion der Resttumormasse sowie einer 
postoperativen Verbesserung des sowohl neurologischen als auch allgemeinen Zustandes 
steht die Reoperation an erster Stelle (Schneider et al., 2010).  
Weiterhin werden in speziellen Fällen eine erneute Strahlentherapie, hypofraktioniert oder 
stereotaktisch, empfohlen. Wurde der Primärtumor mit TMZ behandelt, so stellt für das Rezidiv 
die PCV-Polychemotherapie (Procarbazin, CCNU (Lomustin) und Vincristin) eine zusätzliche 




Die Kombination der primären GBM-Resektion gefolgt von Radiotherapie erbrachte ein 
verlängertes mittleres Überleben von 6,0 auf 12,1 Monate sowie bei zusätzlicher Kombination 
mit TMZ um weitere 2,5 Monate (Wilson et al., 2014). Als Radiotherapie-Standard gilt derzeit 
die fokale, fraktionierte, externe Elektronenbestrahlung (external beam radiation therapy, 
EBRT). Hierbei werden das Operationsareal sowie 2 cm des angrenzenden Gewebes mit 
60 Gy, verteilt auf je 2 Gy über sechs Wochen bestrahlt (Schneider et al., 2010; Wilson et al., 
2014). Die Wirkung ionisierender Strahlung beruht auf der Förderungen oxidativen Stresses 
sowie der Induktion von DNA-Einzel- und Doppelstrangbrüchen in proliferierenden Zellen 
(Delaney et al., 2005; Wilson et al., 2014). Die hierdurch resultierende genomische Instabilität 
aktiviert DNA-Reparaturmechanismen und kann den Übergang der Zellen in die Apoptose 




Als weitere Radiotherapie-Option für Primär- und Rezidivtumore wird die hypofraktionierte 
Bestrahlung bei Patienten mit schlechtem Allgemeinzustand und/oder höherem Alter 
eingesetzt, da sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Gesamtüberleben, die 
progressionsfreie Zeit sowie die Lebensqualität im Vergleich zu EBRT zeigten (Azoulay et al., 
2017). Neben der Brachytherapie wurde ebenfalls die Hyperfraktionierung in klinischen 
Studien getestet. Jedoch erbrachten sie keine Vorteile gegenüber der Standardtherapie 
(Clarke et al., 2010). Für die Hyperfraktionierung wird zudem ein Überlebensnachteil 
beschrieben (Barani und Larson, 2015). 
Da trotz des derzeitigen Therapiestandards aus Resektion des Tumors sowie Radio- und/oder 
Chemotherapie das Gesamtüberleben der GBM-Patienten nur an die 15 Monate beträgt, wird 
intensiv an weiteren Therapieansätzen geforscht.  
 
1.4  Neuartige Therapiekonzepte 
1.4.1 Biologischer Hintergrund 
1.4.1.1 Der eukaryontische Zellzyklus 
Der eukaryontische Zellzyklus beschreibt den Ablauf der Entstehung zweier identischer 
Tochterzellen aus einer Mutterzelle. Somit stellt er die Grundlage für die Proliferation von 
Zellen dar. Sowohl die korrekte Verdopplung des Kernmaterials als auch die Anordnung der 
Zellorganellen unterliegt einem kontrollierten Ablauf (Keaton, 2007).  
 
Abbildung 3: Der eukaryontische Zellzyklus. Die Abbildung zeigt den eukaryontischen Zellzyklus sowie die 
zugehörigen Kontrollpunkte (K). Die auch als checkpoints bezeichneten Kontrollpunkte werden von Cyclinen und 
Cyclin-abhängigen Kinasen (cyclin dependent kinase, Cdks) überwacht. Das „G“ steht für „gap“ (engl. Lücke) und 





Die Abbildung 3 veranschaulicht den eukaryontischen Zellzyklus und seine grundsätzliche 
Unterteilung in die Interphase, der Vorbereitung auf die Zellteilung und die Mitose (M), der 
eigentlichen Zellteilung (Lodish et al., 2000b). Die Interphase durchläuft die G1- (erste gap-
Phase), Synthese- (S), und G2-Phase (zweite gap-Phase). In der G1-Phase steuern 
Wachstumsfaktoren das physiologische Zellwachstum sowie RNA- und Proteinsynthese. 
Anschließend findet in der S-Phase die erforderliche DNA-Replikation und somit die 
Verdopplung des ursprünglichen Chromosomensatzes statt (Royer et al., 1999). Die G2-
Phase beinhaltet die Replikationskontrolle und dient der Vorbereitung auf die Mitose, welche 
mit der Prophase eingeleitet wird. Die Chromosomen kondensieren und beide 
Schwesterchromatiden lagern sich aneinander. Gleichzeitig beginnt der Aufbau der 
Mitosespindel durch Anlagerung von Mikrotubuli an beide Zentrosome. In der folgenden 
Prometaphase wird die Kernmembran aufgelöst. Die Metaphase ist gekennzeichnet durch die 
Anlagerung der Mitosespindel-Mikrotubuli an die freien Chromosomen. Es erfolgt die 
Ausrichtung ebenjener in der Äquatorialebene. Während der Anaphase werden die beiden 
Schwesterchromatiden getrennt und anschließend durch die sich verkürzende Mitosespindel 
Richtung Pol gezogen. Die Telophase und Zytokinese beenden die M-Phase. Beide 
Tochterzellen werden vollständig getrennt. Die Chromosomen dekondensieren, der 
Spindelapparat wird aufgelöst und neue Zellmembranen werden gebildet (Lodish et al., 2000b; 
Alberts et al., 2002). 
Der regelhafte Ablauf des Zellzyklus obliegt den Cyclin-abhängigen Kinasen (cyclin-dependent 
kinases, Cdks) (Wenzel und Singh, 2018). Sie binden die phasenspezifisch vorkommenden 
Cycline A-D. Ihre Komplexbildung bewirkt den Übergang in die jeweils nächste Phase.  
Des Weiteren besitzt der Zellzyklus vier Kontrollpunkte (checkpoints). Ihre Aufgaben liegen in 
der Kontrolle der DNA hinsichtlich ihrer Intaktheit und der Überprüfung des ordnungsgemäßen 
Ablaufs der vorangegangenen Phase, einschließlich der Kontrolle des Vorliegens notwendiger 
endogener und exogener Faktoren (Lodish et al., 2000a).  
Nur in der G1-Phase werden stimulierende, mitogene Faktoren benötigt, um die notwendige 
Zellmindestgröße zu erreichen. Bleiben die entsprechenden Stimuli aus, erfolgt an dieser 
Stelle der Übertritt in die G0-Ruhephase. Dieser Punkt wird auch als Hemmschwelle 
(Restriktionspunkt) bezeichnet. Der weitere Ablauf des Zellzyklus verläuft autonom (Royer 
et al., 1999), das heißt, sobald die Hemmschwelle überwunden ist, durchläuft die Zelle 
unabhängig von weiteren Stimuli den gesamten Zellzyklus. Durch die Synthese von Cyclin D 
und deren Bindung an Cdk4/Cdk6 ist der Komplex in der Lage negative Regulatoren zu 
inaktivieren (Royer et al., 1999). Die nun folgende Bildung des Cyclin E/Cdk2-Komplexes führt 
zur Transkription notwendiger Proteine der S-Phase und somit zur Zyklusprogression.  
Werden am Kontrollpunkt beim Übergang von der G1- in die S-Phase fehlerhafte Abläufe 




Protein bezeichnete p53 wird durch DNA-Schäden und Stress aktiviert. Es induziert die 
Synthese einer Kaskade inhibitorischer Proteine. Durch DNA-Reparaturenzyme können diese 
Fehler jedoch korrigiert werden. Bleibt der Schaden bestehen, so überführt p53 die Zelle in die 
Apoptose (Koolman und Röhm, 2019).  
Häufig kommt es in Tumoren zur Mutation des TP53-Gens und somit zur Inaktivierung des 
Tumorsuppressor-Proteins. Aus dem damit verbundenen Verlust seiner regulatorischen 
Funktion resultiert eine beschleunigte und unkontrollierte Zellteilung (Horn, 2018). 
Die folgende S-Phase wird mittels der Akkumulierung von Cyclin A und dessen 
Komplexbildung mit Cdk2 eingeleitet. Ihr Kontrollpunkt wird durch DNA-Replikationsfehler 
aktiviert und je nach Ausmaß des Schadens erfolgt die Rekrutierung verschiedener 
Reparatursysteme (Sancar et al., 2004).  
Die späte G2-Phase ist gekennzeichnet durch die Anhäufung von Cyclin B. Der nun gebildete 
Cyclin B/Cdk1-Komplex wird auch als M-Phase-stimulierender Faktor (MPF) betitelt. Detektiert 
der G2-Kontrollpunkt keine Verdopplungsfehler in der DNA, so wird der MPF aktiviert und es 
erfolgt der Eintritt in die Mitose (Netzker, 2016). Den letzten checkpoint stellt der Spindel-
Kontrollpunkt (spindle checkpoint, SCP) in der Metaphase dar. Durch ihn wird die korrekte 
Bindung der einzelnen Chromosomen an den Spindelapparat überprüft und sichergestellt, 
dass sich die Schwesterchromatiden in der Anaphase regelgerecht teilen (Bharadwaj und Yu, 
2004). 
 
1.4.1.2 Der CPC-Komplex 
Die Verdopplung der Chromosomen, einschließlich deren korrekter Verteilung auf beide 
Tochterzellen, stellt eine Grundvoraussetzung für die gelungene Zellteilung dar. Der 
chromosomale passenger complex (CPC) ist dabei als Regulator der Chromosomenaufteilung 
und Zytokinese für die Mitose von zentraler Bedeutung. Er ist sowohl für Aufbau- und 
Stabilitätskontrolle der Mitosespindel, der Korrektur fehlerhafter Mikrotubuli-Kinetochor-
Verknüpfungen sowie der Aktivierung des Spindel-Kontrollpunktes (spindle checkpoints, 
SCP), als auch für die Modifikationskontrolle der Histone verantwortlich (Ruchaud et al., 2007; 
Carmena et al., 2012). Zur besseren Veranschaulichung des schematischen Aufbaus dient die 





Abbildung 4: Schematischer Aufbau des CPC. Aurora B bildet den enzymatischen Anteil des CPC. Ihre Funktion 
wird durch die drei nicht-enzymatischen Untereinheiten Survivin, Borealin und INCENP gesteuert. Des Weiteren 
verdeutlicht die Abbildung die Position des CPC in der Metaphase und somit deren Beeinflussung der Mitosespindel 
(modifiziert nach Bavetsias und Linardopoulos, 2015). 
Die drei nichtenzymatischen Untereinheiten (inner centromere protein (INCENP), Survivin, 
Borealin) des CPC steuern die enzymatische Aktivität der Aurora B-Kinase (Ruchaud et al., 
2007). Gemeinsam bilden sie eine helikale Struktur (Carmena et al., 2012). Durch seine 
dynamische Wanderung obliegt dem CPC die Kontrolle der jeweiligen Schlüsselpunkte der 
Mitoseabschnitte (Vagnarelli und Earnshaw, 2004).  
 
1.4.1.3 Die Familie der Aurorakinasen 
Die drei humanen Aurorakinasen, Aurora A, B und C, gehören zur Gruppe der 
Serin/Theroninkinasen. Sie sind auf verschiedenste Weisen an den Zellwachstumsvorgängen 
und der Zellteilung beteiligt. Obwohl ebenjene Proteinkinasen einen ähnlichen Aufbau 
besitzen, unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer Lokalisation und Funktion (Abbildung 5; 
Katayama et al., 2003).  
 





Wie in der Abbildung 5 in Grün dargestellt, bezieht sich die Hauptfunktion der Aurora A auf 
das Zentrosom. Sie kontrolliert sowohl die Regulation des Mitoseeintrittes als auch die 
Sicherstellung der korrekten Ausbildung und Funktion der Zentrosome.  
Die Aurora B-Kinase (Abbildung 5, gelb) bildet den enzymatischen Teil des CPC (siehe 
1.4.1.2). Ihr obliegt somit die Überprüfung der Chromosomenausrichtung in der 
Äquatorialebene sowie die korrekte Bindung der Mikrotubuli an die Kinetochore während der 
Metaphase. Mittels Destabilisierung der Kinetochor-Mikrotubuli-Verbindung kann sie 
fehlerhafte Paarungen erneut dem SCP zuführen, um so die spätere ordnungsgemäße 
amphitelische Teilung sicherzustellen. Ein Positionswechsel der Aurora B-Kinase zum mid-
body erfolgt beim Übergang in die Ana- und Telophase. Am mid-body, dem letzten 
zusammenhängenden Punkt der beiden Tochterzellen vor der endgültigen Teilung, erfolgt die 
Kontrolle der ordnungsgemäßen Zytokinese (Jeyaprakash et al., 2007). 
Trotz dass die Funktionen der Aurora C-Kinase (Abbildung 5, rot) denen der Aurora B-Kinase 
ähneln, beschränkt sich aufgrund ihrer Expression in den Testis ihre Verantwortlichkeit auf die 
Sicherstellung der korrekten Spermiogenese (Carmena et al., 2012). Ihre Mutation wird in 
Zusammenhang mit männlicher Infertilität gebracht (Goldenson und Crispino, 2015).  
Sowohl die Überexpression, Amplifikation als auch Translokation und Deletion sind für 
Aurora A, B und C in verschiedensten Tumoren beschrieben (Falchook et al., 2015; 
Cicenas, 2016). Seit einigen Jahren bereits werden spezifische Aurorakinasen-Inhibitoren in 
Forschung und Therapie eingesetzt. Ihre möglichen Auswirkungen auf die genetische Stabilität 
werden bis heute untersucht und verifiziert. So wurde auch im Rahmen dieser Arbeit der Effekt 
eines Aurora B-Kinase-Inhibitors näher betrachtet (siehe 1.4.2). 
 
1.4.2 Aurorakinase-Inhibitoren 
Aufgrund ihrer zentralen Funktionen in der Zellteilung stellen Aurorakinasen (siehe 1.4.1.3) 
potentielle neue Ansatzpunkte für zielgesteuerte Behandlungsoptionen dar (Carmena et al., 
2012). Für das Glioblastom sind insbesondere die Inhibitoren der Aurora A- und B-Kinase von 
Bedeutung. Im Fokus der Arbeit steht die Wirkungsweise der Aurora B-Kinase-Inhibierung auf 
GBM-Rezidive, auf welche im Folgenden näher eingegangen wird. Die Aurora B-Kinase bildet 
den enzymatischen Teil des CPC (siehe 1.4.1.2). Durch ihre Inhibierung entfällt die Regulation 
der Chromosomen-Mikrotubuli-Interaktion, die Anordnung der Schwesterchromatiden in der 
Äquatorialebene sowie die Kontrolle des Rückbaus der Mitosespindel und der Zytokinese. 
Daraus resultiert die Förderung der Endoreduplikation und somit die Entstehung polyploider 
Zellen, gefolgt von der Überleitung der abnormalen Zellen in die Apoptose (Xie et al., 2013). 
Im Rahmen dieser Arbeit fiel die Entscheidung für den hoch selektiven Aurora B-Kinase-




(IC50) beträgt für die Aurora B-Kinase 0,36 nM im Gegensatz zu 1,36 nM für die Aurora 
A-Kinase (de Almeida Magalhães et al., 2020). Da BarasertibTM nicht nur tumorzellspezifisch 
die Aurora B-Kinase hemmt, besitzt er eine hoch toxische Wirkung auf den gesamten 
Organismus. So führten Nausea, Stomatitis sowie febrile Neutropenie oftmals zur Limitierung 
seines Einsatzes (Dennis et al., 2012). Die Effekte des BarasertibTM auf verschiedenste 
Tumorentitäten, wie z.B. die akute myeloische Leukämie, fortgeschrittene solide Tumore und 
diffuse großzellige B-Zell-Lymphome wurden bereits in Phase-I und II-Studien untersucht und 
validiert (Dennis et al., 2012; Schwartz et al., 2013; Collins et al., 2014). 
 
1.4.3 Tumor Treating Fields (TTFields) 
Die Behandlung mit TTFields stellt eine vielversprechende neue Therapieerweiterung für 
GBM-Patienten dar. Mittels nicht-invasiver Applikation elektrischer Wechselfelder wirken sie 
auf sich teilende Zellen inhibierend, während ruhende Zellen unbeeinflusst bleiben 
(Fabian et al., 2019). Sowohl der korrekte Aufbau der Mitosespindel als auch die Zytokinese 
werden durch das elektrische Feld behindert. In Abhängigkeit von der Stärke der 
Zellschädigung werden Apoptosemechanismen ausgelöst (Giladi et al., 2015). Aufgrund der 
lokalen Applikation sowie der hohen Frequenz und niedrigen Intensität zeigen TTFields keine 
signifikante Auswirkung auf entfernter liegendem Gewebe. Herzrhythmus und Temperatur 
bleiben unverändert. Die Nerven und Muskeln werden nicht stimuliert (Kirson et al., 2009). 
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Abbildung 6: Biologischer Effekt der TTFields in der Metaphase. Die Abbildung A veranschaulicht den Aufbau 
sowie das Verhalten geladener Teilchen im elektrischen Feld. Die Pfeillinien stellen die Feldlinien dar(modifiziert 
nach Gutin und Wong, 2012). Abbildung B zeigt das Verhalten geladener Teilchen im homogenen elektrischen 
Wechselstromfeld. In diesem bewegen sich einfach geladene Teilchen in der Summe nicht vorwärts, da der 
entsprechende gegenteilige Pol regelmäßig die Seite wechselt. Dipole hingegen rotieren. In der Abbildung C ist der 
Einfluss eines elektrischen Feldes auf die Metaphase einer Zelle abgebildet. In dieser Zellzyklusphase bewirkt das 
elektrische Wechselfeld einen gestörten Aufbau des Spindelapparates sowie die daraus folgende fehlerhafte 
Positionierung der Chromosomen (modifiziert nach Gutin und Wong, 2012). 
Die Metaphase einer normalen Zelle ist gekennzeichnet durch die äquatoriale Anordnung der 
Chromosomen mit Hilfe der Mitosespindel. Ihre Mikrotubuli bestehen aus stark polarisierten 
alpha- und beta-Tubulin-Untereinheiten (Plattner und Hentschel, 2017). Aufgrund des 




gestört und somit die Positionierung der Chromosomen behindert werden (Abbildung 6 C). 
Infolgedessen wäre eine Aktivierung des SCP (siehe 1.4.1.2) sowie eine Überführung der Zelle 




Abbildung 7: Biologische Effekte der TTFields in der Telophase. Die Abbildung A verdeutlicht das Verhalten 
geladener Teilchen im inhomogen geladenen, elektrischen Feld. Unabhängig von ihrer Polarität wandern alle 
Teilchen aufgrund eines induzierten Dipolmomentes in Richtung der größten Feldstärke. Bezeichnet wird dies als 
Dielektrophorese. Abbildung B zeigt den Einfluss des durch TTFields applizierten inhomogenen, elektrischen 
Feldes auf eine Zelle während der Telophase (modifiziert nach Gutin und Wong, 2012). 
Regulär wandern die Schwesterchromatiden in der Telophase zu ihren gegenüberliegenden 
Zellpolen. Jedoch wird unter der Einwirkung der TTFields in dieser Phase ein inhomogenes 
elektrisches Feld erzeugt (Abbildung 7 B). Hierunter wird das Vorkommen von 
unterschiedlichen Feldstärken verstanden (Abbildung 7 A). Sein Effekt zeigt sich durch ein 
verändertes Wanderungsverhalten der Teilchen, welche sich nun unabhängig von ihrer 
Ladung in Richtung der größten Feldstärke bewegen. Dieses Phänomen wird als 
Dielektrophorese bezeichnet. Für die Zelle bedeutet dies, dass sich die Chromatiden wieder 
zur Zellteilungslinie hinbewegen und somit die Zytokinese gestört werden kann. Hierdurch 
kann es ebenfalls zur Auslösung des programmierten Zelltodes kommen (Gera et al., 2015; 
Mittal et al., 2018). 
 
Abbildung 8: In vitro-Applikationssystem von Novocure. Hierbei werden acht lose Keramik-dishes im 




In Bezug auf das GBM wurde für in vitro-Versuche mit TTFields die gewebsspezifische 
Frequenz von 200 kHz sowie eine Feldintensität von 1,7 V/cm ermittelt (Fabian et al., 2019). 
Gleiches gilt für das Ovarialkarzinom (Porat et al., 2017), während für das Melanom eine 
Frequenz von 100 kHz (Rehman et al., 2015) verwendet wird. 
2004 wurde erstmals der reduktive Effekt auf das Zellwachstum von in vitro- sowie in vivo- 
TTField-Applikationen belegt (Kirson et al., 2004). Während in vivo-Applikationen bei 
Tierversuchen Verwendung finden, wurde das in Abbildung 8 dargestellte in vitro-
Applikationssystem im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt. Für die klinische Anwendung steht 
das Optune® System (NovoTTF-100A) mit einem tragbaren elektrischen Feldgenerator und 
sogenannten transducer arrays zur Verfügung. Seine Alltagstauglichkeit zeigt sich in der 
einfachen Anwendung. Die transducer arrays werden nach vorheriger bildgestützter 
Definierung der Areale direkt auf die rasierte Haut aufgeklebt (Mittal et al., 2018). Bei 
nachlassender Haftung erfolgt ein Austausch aller drei bis vier Tage. Für die Entfaltung der 
vollen Wirksamkeit sollte eine tägliche Mindestapplikation der TTFields von 18 Stunden 
eingehalten werden (Rick et al., 2018). 
Eine der jüngsten prospektiven Multicenter-Studien, die EF-14, untersuchte den Nutzen der 
TTField-Applikation zusätzlich zur Standardtherapie des neudiagnostizierten Glioblastoms 
(siehe 1.3.1). Hierbei konnte mittels des Optune® Systems sowohl die progressionsfreie Zeit 
signifikant um 3 Monate sowie das Gesamtüberleben von 15,6 auf 20,5 Monate verlängert 
werden ohne die Lebensqualität zu verringern (Stupp et al., 2017). Die Studie EF-11 
untersuchte hingegen die Wirkung der TTField-Applikation als alleinige Therapie des GBM-
Rezidivs im Vergleich zur Chemotherapie. Eine signifikante Verlängerung des Überlebens 
konnte hierbei nicht festgestellt werden (Stupp et al., 2012). Dennoch überwog der Nutzen des 
Optune® Systems, begründet durch eine deutlich verbesserten Lebensqualität der Patienten 
(Burri et al., 2018). 
2011 wurde der Einsatz von Optune® für die Behandlung des GBM-Rezidivs und 2015 für neu 
diagnostizierte Glioblastome durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen 
(Schwartz und Onuselogu, 2016). In Deutschland ist durch den Beschluss des Gemeinsamen 
Bundesausschusses am 20. März 2020 die Aufnahme der TTField-Therapie für 
neudiagnostizierte Glioblastome in den Kostenkatalog der gesetzlichen Krankenkassen 
erfolgt.  
Für die Ausweitung der Behandlungsmethode auf andere Tumorentitäten werden derzeit 
mehrere klinische Studien in verschiedenen Phasen durchgeführt. Sowohl für das Nicht-
kleinzellige Lungenkarzinom (LUNAR-Studie) als auch das Pankreaskarzinom (PANOVA-3-
Studie) sowie für Ovarialkarzinome (INNOVATE-Studie) laufen derzeit Phase III-Studien 
(Weinberg et al., 2017; Vergote et al., 2018; Rivera et al., 2019). Die Phase II-Studie des 




das Gesamtüberleben ohne Zunahme von systemischer Toxizität zeigen (Ceresoli et al., 
2019).  
Insgesamt treten bei der Behandlung mit TTFields nur geringe, gut therapierbare 
Hautirritationen als Nebenwirkung auf (Hottinger et al., 2016), was ihre Attraktivität beim 
Einsatz bei multimorbiden Patienten nochmals steigert.  
 
1.5  Zielstellung 
Der heutige Behandlungsstandard, welcher beim primären Glioblastom die Resektion, 
Radiochemotherapie sowie angegliederte Chemotherapie umfasst, ist trotz stetiger Forschung 
und Weiterentwicklung der Therapieoptionen dennoch mit einer schlechten Prognose 
verknüpft. Bei rund 90 % aller Patienten kommt es nach kurzer, progressionsfreier Zeit zur 
Entwicklung von Rezidiven (Weller et al., 2013), für deren Behandlung aktuell keine 
standardisierte Leitlinie zur Verfügung steht (siehe 1.3.1). In verschiedensten Studien werden 
die Effekte einer Re-Resektion, TMZ- oder PCV-Chemotherapie und erneuter Radiotherapie 
bereits untersucht, ohne Hoffnungsschimmer aufzuzeigen (Seystahl et al., 2016).  
Aufgrund der nahezu infausten Prognose steht eine hohe Lebensqualität für die verbleibende 
Zeit an oberster Stelle. Deshalb liegt in der Therapie mit TTFields ein enormes Potential, da 
lediglich eine geringe irritative Hauterscheinung als einzige gehäufte Nebenwirkung 
nachgewiesen wurde (siehe 1.4.3). Im Vergleich hierzu ist die Behandlung mit dem Aurora B-
Kinase-Inhibitor BarasertibTM (AZD1152) oftmals durch seine zytotoxische Wirkung limitiert 
(siehe 1.4.2).  
In der vorliegenden Arbeit soll mittels in vitro-Versuchen untersucht werden, ob eine 
Dreifachkombinationstherapie von Radiotherapie (RT), TTField-Applikation und Aurora B-
Inhibition einen additiv-zytotoxischen Effekt auf Rezidivtumore zeigt. Hierzu werden primäre 
Zellkulturen mehrerer GBM-Rezidive von Patienten der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie 
des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden verwendet. Im Vorfeld der 
Dreifachkombinationstherapie soll für jede Primärkultur eine passende Bestrahlungsdosis 
sowie BarasertibTM-Konzentration austitriert werden. Die Wahl der Therapiemodalitäten 
erfolgte in Anlehnung an Versuchsprotokolle älterer Studien (Porat et al., 2017). 
Zur Quantifizierung eines additiv-zytotoxischen Effektes werden sowohl die Zweifach-
kombinationen RT/AZD1152, TTFields/AZD1152 und RT/TTFields als auch die alleinige 
Behandlung mit RT, TTFields und AZD1152 mitgeführt. Hierbei soll der Fokus jeweils auf der 







Folgende Hypothesen wurden aufgestellt:  
 
a) Die kombinierte Behandlung von primären Glioblastom-Rezidivzellkulturen mit 
Radiotherapie, TTFields und dem Aurora B-Kinase-Inhibitor AZD1152 hat gegenüber 
der alleinigen Therapie mit RT, TTFields oder AZD1152 einen additiv-zytotoxischen 
Effekt. 
b) Der Effekt der Dreifachkombinationstherapie überwiegt den Effekt der 
Zweifachkombinationen von RT/AZD1152, TTFields/AZD1152 und RT/TTFields bei 

















2 Material und Methoden 
2.1  Material 
2.1.1 Antikörper 
Tabelle 1: Diese Tabelle listet die in dieser Arbeit benötigten Antikörper auf. 
Name  Klon  Verdünnung  Ursprung  Hersteller  
anti--Tubulin DM1A 1:500 Maus Sigma-Aldrich Co. LLC. 
anti-CD44-VioBlue  DB105  1:15  Maus  Miltenyi Biotec GmbH  
anti-EGFR-APC  REA688  1:50  
Rekombinantes 
humanes IgG1  
Miltenyi Biotec GmbH  
anti-GFAP-PE  REA335  1:50  
Rekombinantes 
humanes IgG1  
Miltenyi Biotec GmbH  
anti-IgG1-VioBlue  IS5-21F5  1:15  Maus  Miltenyi Biotec GmbH  
REA Control (I)-PE  REA293  1:50  
Rekombinantes 
humanes IgG1  
Miltenyi Biotec GmbH  
REA Control (S)-APC  REA293  1:50  
Rekombinantes 
humanes IgG1  
Miltenyi Biotec GmbH  
sheep-anti-mouse 
IgG-FITC  





Tabelle 2: Diese Tabelle führt die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien auf. 
Chemikalie/Reagenz  Hersteller  
2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-
ethansulfonsäure (HEPES)  
Gibco  
AZD1152-HQPA (AZD)  Abmole BioScience  
Dimethylsulfoxid (DMSO)  WAK Chemie Medical GmbH  
Ethanol absolut  J.T.Baker  
Fetales Kälberserum (FKS)  Gibco  
Hank’s buffered salt solution (HBSS)  Gibco  
Hoechst 33342  Invitrogen GmbH  




Chemikalie/Reagenz  Hersteller  
MACSQuant Washing Solution  Miltenyi Biotec GmbH  
MACSQuant Storage Solution Miltenyi Biotec GmbH 
Na2HPO4 VWR Chemicals 
Normal sheep serum Jackson ImmunoResearch 
Paraformaldehyd (PFA)  Merck KGaA  
Phosphate buffered saline (PBS)  Gibco  
Poly-L-Lysin  Sigma-Aldrich Co. LLC 
Rinderserumalbumin (bovin serum albumine, 
BSA)  
SERVA Electrophoresis GmbH  
TritonX-100 SERVA Electrophoresis GmbH 
Trypanblau-Lösung  Biochrom GmbH  




Tabelle 3: Diese Tabelle listet die in dieser Arbeit verwendeten Geräte auf. 
Gerät  Verwendung  Hersteller  
Axiovert 135  Lichtmikroskopie  Zeiss  




CelCulture CO2 Incubator  
Kühlung der Zellen während der 
TTField-Applikation 
Esco Lifesciences GmbH 
GentleMACS Octo Dissociator  
Dissoziation und Homogenisierung 
von Hirntumorgewebe 
Miltenyi Biotec GmbH  
Leica SP5 Konfokales Laser-
Scanning-Mikroskop  
Mikroskopie von immunchemisch 
gefärbten Proben  
Leica Biosystems  
MACSQuant Analyzer 10  Durchflusszytometrie  Miltenyi Biotec GmbH  
TTField Inovitro™-System  TTField-Anwendung  Novocure  
YXLON MAXI SHOT Bestrahlung von Zelllinien 
YXLON International 
GmbH 
Zentrifuge 5417R  Tischzentrifuge Eppendorf  





Tabelle 4: Diese Tabelle führt die in dieser Arbeit verwendeten Lösungen auf. 
Lösung  Hersteller/Zusammensetzung  
0,25 % oder 0,05 % Trypsin-EDTA-Lösung  Gibco  
0,5 % oder 1,0 % BSA-PBS-Lösung  0,5 % oder 1,0 % (w/v) BSA in PBS  
4 % PFA-Lösung  4 % PFA in PBS  
Blockierungspuffer 
5 % normal sheep serum in 1,0 % BSA-PBS 
Lösung (v/v) 
DNA-Extraktionspuffer  
0,2 M Na2HPO4 × 2 H2O; 0,1 M Zitronensäure; 
pH 7,8  
MACS Tissue Storage Solution  Miltenyi Biotec GmbH  
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL)  Gibco  
Permeabilisierungspuffer  
0,3 % Triton X-100 in 1,0 % BSA-PBS Lösung 
(v/v)  
Propidiumiodid-Lösung  Invitrogen GmbH  
Propidiumiodid-Lösung  Miltenyi Biotec GmbH  
 
2.1.5 Medien 
Tabelle 5: Diese Tabelle zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Medien. 
Medium  Zusammensetzung  Hersteller  




DMEM-Komplettmedium  DMEM (Grundmedium)  
10 % inaktiviertes FKS (v/v)  
10 mM HEPES  









Tabelle 6: Diese Tabelle zeigt das in dieser Arbeit verwendete Kit. 
Name  Verwendung  Hersteller  
Brain Tumor Dissociation Kit (P) 
Dissoziation und Homogenisierung 
von Hirntumorgewebe 
Miltenyi Biotec GmbH 
2.1.7 Primärkulturen 
Tabelle 7: Diese Tabelle listet die in dieser Arbeit eingesetzten Primärkulturen auf. 
Bezeichnung  Referenz  
HT16360-1 
Kultiviertes Patientenmaterial;  
Tumorbank des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden; 
multiples Rezidiv eines diagnostizierten „Glioblastoma multiforme WHO-
Grad-IV“ 
HT18328-3 
Kultiviertes Patientenmaterial;  
Tumorbank des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden; 
multiples Rezidiv eines diagnostizierten „Glioblastoma multiforme WHO-
Grad-IV“ 
HT18816 
Kultiviertes Patientenmaterial;  
Tumorbank des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden; 




Tabelle 8: Diese Tabelle führt die in dieser Arbeit verwendete Software auf. 
Name  Firma Funktion  
FlowJo Version 10.6.2 
Becton, Dickinson and 
Comp (BD), USA 
Auswertung der Daten des 
MACSQuant Analyzers 10 
IBM SPSS® Statistics 
25  
International Business 
Machines Corporation, USA 
Statistische Signifikanztestung 
Image J 1.52b  
National Institutes of Health, 
USA 
Bearbeitung der Bilder des Konfokalen 






Tabelle 9: Diese Tabelle zeigt die in dieser Arbeit verwendeten statistischen Tests.  
Test  Verwendung  
Grubbs Ausreißertest  
Ausschließen von Ausreißern in einer Stichprobe; 
Signifikanzniveau: α = 0,05  
Mann-Whitney-Test  Signifikanzberechnung der Kombinationsversuche  
 
2.1.10 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 10: Diese Tabelle listet die in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien auf. 
Material  Verwendung  Hersteller  
EASYstrainer für 50 ml 
Falcons 
Herstellung der Primärkulturen Greiner Bio-One 





gentleMACS-C-Tubes Herstellung der Primärkulturen Miltenyi Biotec GmbH 
Präzisionsdeckgläser  
(rund, Ø 18mm) 
Deckglas für CLSM und 
Lichtmikroskopie 
Carl Roth GmbH & Co. KG 
SUPERFROST ULTRA 
PLUS® 
Objektträger Thermo Scientific™ 
 
2.2  Methoden 
2.2.1 Zellkultivierung allgemein 
Die für diese vorliegende Dissertation notwendigen Arbeiten mit primären Zellkulturen 
erfolgten grundsätzlich unter sterilen Bedingungen in der Sterilbank Scanlaf Mars von 
LaboGene Mars. Die Kultivierung der Primärkulturen erfolgte in DMEM-Komplettmedium 
(siehe 2.1.5) in entsprechenden Zellkulturflaschen bei 37 °C, 5 % CO2 sowie 80 % relative 
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank.  
 
2.2.2 Passagieren adhärenter Zellen 
Innerhalb der Versuchsreihen wurde die jeweilige Primärkultur in Form adhärenter Zellen in 
einer 2D-Kultur geführt. Da mit einer großen Zellzahl eine erhöhte Zelldichte einhergeht und 




Kontrolle ein Splitting statt. Für die lichtmikroskopische Kontrolle des Zellrasens galt als 
Richtwert für die Separierung eine Konfluenz von 80 %. In diesem Falle erfolgte unter der 
Sterilbank eine Abnahme des Mediums mit anschließendem Waschen des Zellrasens mit 
phosphate buffered saline (PBS). Die Zugabe der Trypsin-EDTA-Lösung bewirkte das Ablösen 
der Zellen. Je nach der Größe der Zellkulturflasche sowie der Adhärenz der Primärkultur waren 
hierfür 1,5 - 3,0 ml einer 0,05%igen oder 0,25%igen Trypsin-EDTA-Lösung notwendig. 
Anschließend wurden die Zellen bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die vollständige Ablösung 
vom Kulturflaschenboden benötigte je nach Zelllinie zwischen drei und fünf Minuten. Die 
Zugabe von 8 - 16 ml des Kulturmediums beendete die Reaktion. Anschließend wurde ein Teil 
der Zellen in eine neue Zellkulturflasche überführt und mit frischen Kulturmedium aufgefüllt.  
 
2.2.3 Kultivierung von primärem Patientenmaterial 
Das Patientenmaterial wurde aus der Tumorbank der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie 
des Universitätsklinikum Carl Gustav Carus Dresden (UKD) bezogen oder im Rahmen einer 
operativen Resektion gewonnen. Als definierende Anforderung galt, dass es sich um ein 
Rezidiv eines primären Glioblastoma multiforme handelte, um hierdurch eventuelle 
Unterschiede der Zellen bezüglich ihrer vorherigen Therapie berücksichtigen zu können. 
Ebenso erfolgte die Aufklärung der Patienten über die wissenschaftliche Verwendung sowie 
die schriftliche Einholung deren Einwilligungen (Ethikvotum: EK 373082019 der Medizinischen 
Fakultät Carl Gustav Carus der TU Dresden). 
Geeignetes Tumorgewebe wurde unter der Sterilbank gewaschen und von nekrotischen 
Resten sowie Gefäßen befreit. Die anschließende Homogenisierung des Patientenmaterials 
vollzog sich gemäß den Herstellerangaben der Miltenyi Biotec GmbH unter Verwendung ihres 
Brain Tumor Dissociation Kits (P) und des GentleMACS Octo Dissociators. Danach folgte die 
Überführung der Zellen in DMEM-Komplettmedium in eine Zellkulturflasche sowie deren 
Inkubation im Brutschrank. Nach 24 h wurde die Hälfte des Mediums abpipettiert und mit 
frischen DMEM-Komplettmedium aufgefüllt. In Abhängigkeit von ihrer Verdopplungszeit sowie 
dem morphologischen Erscheinen fand nach spätestens 48 h ein totaler Mediumwechsel statt. 
 
2.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung 
Die Kryokonservierung bei -196 °C ermöglicht eine lange, schonende Lagerung von intakten 
lebenden Zellen. In Abhängigkeit von der vorhandenen Gesamtzellzahl erfolgte ein Tieffrieren 
von 1 x 105 bis 1 x 106 Zellen. In der Vorbereitung hierfür wurde der Überstand abgenommen 
sowie die Zellen gewaschen und anschließend abgelöst (siehe 2.2.2). Die Zugabe von 950 µl 




Reaktion. DMSO verhindert die Eiskristallbildung und schützt somit die Zellen. Da es 
gleichzeitig auch eine hohe zelltoxische Wirkung besitzt, wurde es vorgekühlt verwendet 
(Smits et al., 2013). Nachdem die Kryoröhrchen mit jeweils 1 ml der Zellsuspension befüllt 
wurden, wurden diese in einem Einfrierkarussell vorerst bei -80 °C langsam eingefroren. 
Danach erfolgt die Lagerung in flüssigem Stickstoff bei -196 °C. 
Für die Rekultivierung der kryokonservierten Zellen wurden die Kryoröhrchen im Wasserbad 
bei 25 °C aufgetaut. Aufgrund der Zelltoxizität des DMSO muss dieses nach dem Auftauen 
ausgewaschen werden. Dies geschah durch Überführung der Zellsuspension in ein 15 ml 
Greiner-Röhrchen sowie anschließender fünf-minütiger Zentrifugation bei Raumtemperatur 
und 306 x g. Danach wurde der Überstand abgekippt und das Zellpellet in DMEM-
Komplettmedium resuspendiert, in ein Zellkulturgefäß überführt und für 24 h im Brutschrank 
inkubiert. Nach erneutem vollständigen Mediumwechsel folgte die weitere Kultivierung der 
Zelllinien wie unter 2.2.2 beschrieben. 
 
2.2.5 Bestimmung der Lebendzellzahl – Neubauer-Zählkammer 
Die Neubauer-Zählkammer stellt eine Methode für die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen 
einer Suspension dar. Hierfür wird Trypanblau hinzugegeben, da tote und apoptotische Zellen 
diesen Farbstoff annehmen. Unter mikroskopischer Kontrolle können nunmehr die bläulichen 
Zellen von den weißen vitalen Zellen unterschieden werden. Um eine fehlerhafte Zählung bei 
einer zu großen Zellzahl sowie ein nur näherungsweises Hochrechnen bei zu geringer Zellzahl 
zu vermeiden, sollte die Zellzahl möglichst zwischen 2,5 x 105/ml und 2,5 x 106/ml liegen. 
Je nach Zelldichte wurde ein entsprechendes Volumen einer 0,4%igen Trypanblau-Lösung zur 
Zählsuspension gegeben und ein Aliquot von 10 µl auf die Zählkammer pipettiert. 
Anschließend erfolgte die Zählung vitaler Zellen in den vier einzelnen Eckkammern 
(Volumen: 0,1 µl pro Kammer) bei 10-facher Vergrößerung. Zur näherungsweisen 
Berechnung der absoluten Zellzahl wird folgende Gleichung verwendet:  
 nab = MW ×  104  × VF (1) 
(nab = absolute Zellzahl [ml-1]; MW = arithmetisches Mittel der ausgezählten Zellen; 
VF = Verdünnungsfaktor) 
 
2.2.6 Durchflusszytometrische Analyse 
Zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie zur Analyse von Markern wurde die 
Durchflusszytometrie am MACSQuant Analyzer 10 (Miltenyi Biotec GmbH) eingesetzt. Hierfür 
wurde ein entsprechendes Aliquot der Zellsuspension in ein FACS-Röhrchen gegeben. Der 




kontinuierlichen laminaren Strom an diversen monochromatischen Laserstrahlen vorbei. Für 
die einzelnen Versuche kamen verschiedene Laser zum Einsatz. Während der violette Laser 
mit einer Wellenlänge von 405 nm das Fluorochrom VioBlue anregte (siehe 2.2.9) diente der 
blaue Laser mit einer Wellenlänge von 488 nm zur Anregung des Fluorchroms PE und von 
Propidiumiodid (siehe 2.2.7). Mit einer Wellenlänge von 640 nm wurde der rote Laser zur 
Anregung des Fluorochroms APC eingesetzt (siehe 2.2.9). Neben der Quantifizierung der 
spezifischen Marker mittels der Laser, erfolgte eine zusätzliche Registrierung des gestreuten 
blauen Lichtes. Hierbei wird in das Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC), welches ein Maß 
für die Beugung und somit die Zellgröße ist, und das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) 
unterschieden. Das SSC stellt ein Maß für Brechung im rechten Winkel dar. Es gibt nähere 
Auskunft über die Granularität der Zelle sowie die Größe und Struktur des Zellkerns. Zur 
Datenauswertung der durchflusszytometrischen Versuche diente die Software FlowJo, 
Version 10.6.2. 
 
2.2.7 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels PI 
Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgt anhand einer durchflusszytometrischen Analyse 
nach Färbung mit Propidiumiodid (PI). Als kationischer Farbstoff interkaliert es mit 
doppelsträngiger Nukleinsäure (Jones et al., 1990; Riccardi und Nicoletti, 2006), durchdringt 
jedoch keine intakten Zellmembranen. Somit sind seine Markierungsfähigkeiten auf 
apoptotische Zellen beschränkt. Aufgrund seiner fluoreszierenden Eigenschaften ist eine 
Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie möglich (siehe 2.2.6). Durch die Interkalation 
verschiebt sich sowohl sein Absorptions- als auch Emissionsmaximum von 488/590 nm zu 
535/617 nm. Zur Messung der Lebendzellzahl wird ein entsprechendes Aliquot der 
Zellsuspension 1:100 mit PI (Miltenyi Biotec GmbH) versetzt. Die fluoreszierende Eigenschaft 
des PI wurde mittels des blauen Lasers angeregt und somit registrierbar.  
Da es sich um die Bestimmung der Lebendzellzahl und somit um die Quantifizierung der 
vitalen Zellen pro ml Zellsuspension handelte, wurden die nicht-fluoreszierenden Zellen 
gezählt. Wie im obigen Abschnitt (siehe 2.2.6) erwähnt, erfolgte die Auswertung mittels der 
Software FlowJo, Version 10.6.2.  
 
2.2.8 Bestimmung des DNA-Gehalt/Ploidiegrades mittels PI 
Neben der Markierung apoptotischer und toter Zellen dient PI ebenfalls zur Quantifizierung 
des DNA-Gehalts einer Zelle und somit zur Bestimmung des Ploidiegrades. Hierfür ist die 
direkte Proportionalität zwischen der Fluoreszenzstärke des PI und dem DNA-Gehalt der Zelle 




Für die Polyploidie-Bestimmung wurde ein Teil der zum Versuchsende abgelösten Zellen mit 
1 ml 70%igem Ethanol fixiert und bei -20 °C gelagert. Nach einigen Tagen erfolgte die Färbung 
der DANN mittels PI. Der erste Zentrifugationsschritt (4 °C, 5 min, 306 x g) entfernte zunächst 
das Ethanol. Die Zugabe von 500 µl 0,5%igem BSA in PBS und 500 µl DNA-Extraktionspuffer 
und deren anschließende 5-minütige Inkubation führte zur Entfernung kleiner DNA-Fragmente 
aus apoptotischen Zellen. Nach einer weiteren Zentrifugation erfolgte die Zugabe von 
1 mg/ml PI (Invitrogen GmbH) in einer 0,5%igen BSA-PBS-Lösung. Nach einer weiteren 
30-minütigen Inkubationszeit wurde die Zellsuspension dem MACSQuant Analyzer 10 
zugeführt und durch diesen analysiert. Wie im obigen Abschnitt beschrieben, diente die 
Software FlowJo, Version 10.6.2 zur Datenauswertung. 
 
2.2.9 Durchflusszytometrische Immunphänotypisierung von Glioblastomzellen 
Da sich eine rein mikroskopische Beurteilung für die eindeutige Diagnose eines Glioblastoms 
als ungenügend erwiesen hat, wurden Immunphänotypisierungen durchgeführt und in die 
Bewertung einbezogen.  
Zum Nachweis von intrazellulären Markern wurden die benötigten 2 x 105 Zellen in ein FACS-
Röhrchen überführt und mit 500 µl Puffer (1 % BSA in PBS) gewaschen sowie 5 min bei 4 °C 
und 306 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Danach 
erfolgte die Resuspension und Fixierung des Zellpellets in 200 µl 4%igen Paraformaldehyd 
(PFA). Nach 30-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion mittels Zugabe 
von 1 ml 1%igem BSA in PBS abgestoppt und erneut zentrifugiert. Die 30-minütige 
Permeabilisierung durch 200 µl 1%igem BSA in PBS und 0,3%igem Triton X-100 wurde durch 
die Zugabe von 1 % BSA in PBS beendet. Der verwendete Antikörper gegen das glial fibrillary 
acidic protein (GFAP), anti-GFAP-PE (Miltenyi Biotec GmbH), wurde gemäß den 
Herstellerangaben verdünnt (1:50) und hinzugefügt. Nach einer 10-minütigen Lagerung bei 
4 °C im Dunkeln beendete die Zugabe von 200 µl Puffer die Reaktion. Es folgte eine erneute 
Zentrifugation und die Aufnahme der Zellen in 200 µl PBS zur Messung im MACSQuant 
Analyzer 10. Eine Isotypkontrolle (REA Control (I)-PE) wurde mitgeführt.  
Für den Nachweis der Oberflächenexpression des Tumorstammzellmarkers cluster of 
differentiation 44 (CD44) und des epidermal growth factor receptor (EGFR) wurden weitere 
2 x 105 Zellen verwendet. Wie bereits oben beschrieben, wurde die Zellsuspension in 500 µl 
Puffer aufgenommen, zweimalig gewaschen und mit den Antikörpern versetzt. Hierfür wurden 
anti-CD44-VioBlue sowie anti-EGFR-APC nach den Angaben der Miltenyi Biotec GmbH vorher 
1:15 bzw. 1:50 verdünnt. Anschließend inkubierte die Zellsuspension für 10 min bei 4 °C im 
Dunkeln. Die Zugabe von 500 µl Puffer beendete die Reaktion. Es folgte ein weiterer 




MACSQuant Analyzer 10. Die Mitführung der jeweiligen Isotypkontrolle (anti-IgG1-VioBlue 
und REA Control (S)-APC) versteht sich als obligat. 
 
2.2.10 Beschichtung von Glascoverslips 
Hierfür wurden sterile Glascoverslips (Marienfeld Laboratory Glassware), Durchmesser 
22 mm, in 6-Wellplatten gegeben, mit je 2 ml PBS gewaschen und anschließend mit je 1,5 ml 
1:10-verdünnter Poly-L-Lysin-Lösung für 20 min beschichtet. Danach folgten zwei 
Waschschritte mit jeweils 2 ml Aqua dest. Nach ihrer Umlagerung in neue 6-Wellplatten 
wurden die beschichteten Glascoverslips unter der Sterilbank getrocknet. 
 
2.2.11 Bestrahlung mittels Röntgensystem 
Für die Bestrahlung wurde das Röntgensystem YXLON MAXI SHOT (Y.TU320-D03) der Firma 
YXLON International GmbH verwendet, welches regulär für niederenergetische in vivo und 
in vitro Photonenbestrahlungen eingesetzt wird. Sein Energiespektrum liegt bei 200 kV, die 
maximale Stromstärke bei 20 mA und die Dosisleistung bei 1,241 Gy/min. 
Durch das Protokoll für die Berechnung der Bestrahlungszeit wurde folgende Gleichung 
vorgegeben:  
 
𝑡𝑥𝐺𝑦 = 20𝑠 +
𝑥𝐺𝑦 − 𝐷20𝑠
𝐷𝐿
∗  60 𝑠 𝑚𝑖𝑛⁄  (2) 
(txGy = Bestrahlungszeit [s]; D20s = Dosis in 20 s nach dem Start der Röntgenröhre [Gy]; 
DL = Dosisleistung bei laufender Röntgenröhre [Gy/min]). 
 
Da für die Versuche eine Dosisleistung von 0,5 Gy/min benötigt wurde, erfolgte aufgrund der  
Proportionalität zwischen Dosisleistung und Energiespektrum sowie Stromstärke eine 
Ableitung der benötigten Werte, welche nachfolgend aufgeführt werden. 
 
Ausgangswerte: DL (20 mA) = 1,241 Gy/min; D20s (20 mA) = 0,435 Gy 
Abgeleitete Werte: DL (6,8 mA) = 0,459 Gy/min; D20s (6,8 mA) = 0,148 Gy 
 
Mit Hilfe der Messung der Dosisleistung am Gerät wurden die Zahlen experimentell kontrolliert 
und entsprechend korrigiert (DL (6,8 mA) = 0,459 Gy/min korrigiert 0,5 Gy/min).  
Die 6-Wellplatten wurden hierfür gemäß den Herstellerangaben im Gerät positioniert und 





2.2.12 Titration der Bestrahlungsdosis 
Für die Zellkultur-spezifische Titration der Bestrahlungsdosis wurden 30.000 – 50.000 Zellen, 
in Abhängigkeit von den Wachstumseigenschaften der Primärkultur, in 200 µl DMEM-
Komplettmedium aufgenommen und punktförmig auf die beschichteten Glascoverslips der 
6-Wellplatten (siehe 2.2.10) ausgesät. Anschließend erfolgte eine 24-stündige Inkubation im 
Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit, um ein Adhärieren der 
Zellen zu gewährleisten. Das alte Kulturmedium wurde 2 h vor der Bestrahlung mittels einer 
200 µl-Pipette unter der Sterilbank abpipettiert und durch 2 ml frisches DMEM-
Komplettmedium ersetzt. Nach weiteren 2 h im Inkubator wurden die 6-Wellplatten in eine 
Styroportransportbox umgelagert und zur Bestrahlung transportiert. Für die Bestrahlung wurde 
der YXLON MAXI SHOT (YXLON International GmbH) verwendet (siehe 2.2.11). 
Entsprechend der Primärkultur erfolgte die Bestrahlung in den Dosisstärken 2, 4, 6 und 8 Gy 
für HT16360-1 und HT18328-3 sowie 0.5, 1, 2 und 4 Gy für HT18816. Im Anschluss wurden 
die Zellen wieder inkubiert. Die nächsten zwei Tage erfolgte lediglich ein Mediumwechsel. Am 
fünften Tag wurden, wie in 2.2.7 beschrieben, die Zellen abgelöst und deren Lebendzellzahl 
am Durchflusszytometer bestimmt. Für die Auswertung der Daten wurde die Software FlowJo, 
Version 10.6.2 verwendet. Als definierendes Ziel galt ein Vorkommen von 60 – 80 % vitaler 
Zellen.  
 
2.2.13 Titration einer effektiven Aurora B-Kinase-Inhibitorkonzentration  
Der Aurora B-Kinase-Inhibitor (AZD1152) von Abmole BioScience wurde nach 
Herstellerangaben in DMSO aliquotiert und anschließend bei -20 °C gelagert. 
Für die Titration der jeweiligen AZD1152-Konzentration wurden die Zellen, wie bereits in 2.2.12 
beschrieben in 6-Wellplatten ausgesät und 24 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 80 % relativer 
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Beim Mediumwechsel am Tag 2 wurde das DMEM-Komplettmedium 
durch 2 ml der entsprechenden AZD1152-Konzentration ersetzt. Hierfür musste das 
AZD1152-Aliquot aufgetaut und in DMEM-Komplettmedium entsprechend verdünnt werden. 
In Abhängigkeit von der jeweiligen Primärkultur kamen folgende Konzentrationen zum Einsatz: 
HT16360-1 10, 15, 25, 30, 50 und 75 nM, HT18328-3 10, 15, 20, 30, 50 und 75 nM und 
HT18816 5, 10, 15, 20, 30, 50 und 75 nM. Anschließend inkubierten die Zellen bei täglichem 
Mediumwechsel weitere 72 h. Zur Beendigung des Experimentes wurde nach 5 Tagen das 
Kulturmedium abgenommen, der Zellrasen mit 2 ml PBS gewaschen und die Zellen mittels 
0,25%iger Trypsin-EDTA-Lösung abgelöst. Die gelösten Zellen wurden in 15 ml Falcons 
überführt und für 5 min bei 4 °C und 306 x g zentrifugiert. Für die eigentliche Zellzählung am 




Auswertung der Daten erfolgte mittels FlowJo, Version 10.6.2. Als Zielkonzentration galt das 
Verbleiben von 60 – 80 % vitaler Zellen. 
 
2.2.14 In vitro-Applikation der TTFields 
Zur in vitro-Applikation der TTFields wurde das InovitroTM-System der Firma Novocure aus 
Israel eingesetzt. Das aus Generator, base plate sowie acht losen dishes (Keramikschälchen) 
bestehende System (siehe Abbildung 8) applizierte sinusförmige alternierende, elektrische 
Felder. Jede Sekunde wechselte bei einer Feldintensität von 1,7 V/cm die Orientierung um 
90°. Novocure bestimmte die Frequenz jeweils gewebespezifisch. Für Glioblastomzellen 
wurde diese mit 200 kHz definiert (Porat et al., 2017). 
Der Aufbau des InovitroTM-Systems ist wie folgt: Die Kontakte der base plates und dishes 
liegen einander auf. Des Weiteren wurden die dishes mittels Plastikdeckelchen abgedeckt. Zur 
Aktivierung der TTFields wurde das base plate mittels Kabel mit dem Generator verbunden 
und das zugehörige computerbasierte Programm gestartet. Sowohl Temperatur, Stromstärke 
als auch Widerstand wurden mit Hilfe von zwei Sensoren für jeden einzelnen dish detektiert, 
während ein weiterer Sensor die Gesamtspannung kontrollierte.  
In den Kombinationsversuchen erfolgte das Aussäen der Zellen punktförmig auf die 
beschichteten Glascoverslips (siehe 2.2.10) in den 6-Wellplatten. Mittels 24-stündiger 
Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 sowie 80 % relativer Luftfeuchtigkeit sollte ein Adhärieren der 
Zellen sichergestellt werden. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte am darauffolgenden Tag 
ebenfalls in den 6-Wellplatten. Danach wurden die, den Zellrasen tragenden Glascoverslips in 
die dishes umgelagert und je nach Versuchsaufbau mit 2 ml DMEM-Komplettmedium oder der 
gewählten Konzentration der AZD1152-Lösung versehen. Anschließend wurden die dishes mit 
Hilfe von Plastikdeckelchen bedeckt und auf den base plates sitzend für 72 h an den TTField-
Generator angeschlossen. Die weitere Inkubation während der Applikation des alternierenden 
Stromes erfolgte im CelCulture CO2 Incubator der Firma ESCO (25,5 °C, 5 % CO2), der die 
Zellen konstant bei 37 °C hielt und den durch den anliegenden Strom induzierten 
Wärmeanstieg ausglich. Aufgrund der gesteigerten Verdunstung des Mediums, war alle 24 h 
ein Wechsel des Kulturmediums notwendig. Die entsprechende AZD1152-Konzentration 






2.2.15 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
Mit Hilfe der Immunfluoreszensfärbung wurden die Effekte der AZD1152-Behandlung und 
Radiotherapie sowie der TTField-Applikation visualisiert und mittels der Konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie (CLSM) fotodokumentiert.  
Da für die CLSM spezifische Brechungseigenschaften der Deckgläser notwendig sind, wurden 
beschichtete runde Präzisionsdeckgläschen (Carl Roth GmbH & Co. KG) mit einem 
Durchmesser von 18 mm verwendet. Im Vergleich zu den regulären Versuchen wurden die 
Zellen hierbei flächig in der 6-Wellplatte ausgesät. Um dennoch dieselbe Dichte zu 
gewährleisten, wurde die Zellzahl um das 2,5-fache (berechnet anhand des Durchmessers 
des 6-Wells) angepasst. Nach 24-stündiger Inkubation startete die 72-stündige TTField-
Applikation nach Bestrahlung, Umlagerung in die dishes und Zugabe der gewählten AZD1152-
Konzentration oder des DMEM-Kulturmediums. Für die CLSM mussten die Deckgläschen zum 
Versuchsende erneut in 6-Wellplatten umgelagert werden. Nach 2-maligem kurzen Waschen 
mit PBS und Fixierung mittels 1 ml 4%igen PFA in PBS für 20 min wurden die Zellen mehrmals 
mit Hank´s buffered salt solution (HBSS) gewaschen. Die eigentliche Antikörperfärbung 
durchlief mehrere Schritte. Zuerst wurde die Zellmembran mittels 2 ml 0,3%igem Triton X-100 
und 1%igem BSA in PBS für 30 min permeabilisiert, um auch intrazelluläre Strukturen 
darstellen zu können und nachfolgend mit 2 ml 1%igen BSA in PBS gewaschen. Im weiteren 
Verlauf wurde 1 % BSA in PBS für die alle Waschschritte verwendet. Die Zellen wurden 
anschließend mittels 1 ml 1%igem BSA und 5%igem normal sheep serum in PBS, zur 
Blockierung unspezifischer Reaktionen, versetzt und erneut mehrmals gewaschen. 
Aufgrund der fluoreszierenden Eigenschaften der Antikörper erfolgten sowohl die nächsten 
Färbeschritte als auch die zwischenzeitlichen Lagerungen bei 4 °C im Dunkeln.  
Für die Visualisierung des Zytoskeletts diente als primärer Antikörper anti--Tubulin von 
Sigma-Aldrich. Dieser wurde 1:500 in 1 % BSA-PBS-Lösung verdünnt zugegeben und 2 h 
inkubiert. Anschließend wurde dreimal gewaschen. Das Sichtbarmachen des primären 
Antikörpers erfolgte mittels 0,5 ml des sekundären Antikörpers sheep-anti-mouse-IgG-FITC, 
welcher nach den Herstellerangaben von Jackson ImmunoResearch 1:200 in HBSS verdünnt 
und für 1 h inkubiert wurde. Mehrfaches kurzes Waschen führte zum Abstoppen der Reaktion. 
Zur Anfärbung des Zellkerns wurde Hoechst 33342 verwendet und nach einer 1:50.000 
Verdünnung in 1 % BSA-PBS-Lösung für maximal 5 min zugegeben, wobei die Intensität der 
Färbung einer mikroskopischen Kontrolle unterlag. Letztmalig wurden die Zellen gewaschen, 
mittels 10 µl Vectashield ohne DAPI auf einen Objektträger (Thermo Scientific™) gelagert und 
mit Nagellack umrandet. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Leica SP5 von Leica 






Als Ziel der vorliegenden Arbeit galt die Untersuchung der additiven Wirkung beziehungsweise 
der zytotoxischen Effekte der Kombinationstherapie bestehend aus Radiotherapie, TTFields 
und AZD1152 im Unterschied zu den Zweifach- und Einzeltherapien an drei Primärkulturen 
eines Glioblastomrezidivs. Für die Überprüfung der aufgestellten Hypothesen wurden in vitro-
Versuche durchgeführt und analysiert. 
Um additiv-zytotoxische Effekte detektieren zu können, mussten im Vorfeld 
Titrationsexperimente für die Bestimmung der AZD1152-Konzentration sowie für die 
Bestrahlungsdosis durchgeführt werden. Hierbei lag das Ziel im Erreichen von 60 – 80 % 
vitaler Zellen am Ende eines jeden Versuches.  
Des Weiteren wurden die Tumorgewebe mittels Schnellschnittdiagnostik durch die Pathologie 
des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden (siehe 3.2.1) und die aus dem 
Tumorgewebe angelegten Primärkulturen mittels Immunphänotypisierung (siehe 3.2.2) im 
Labor charakterisiert.  
Zur Quantifizierung eines additiv-zytotoxischen Effektes der Kombinationsversuche wurde 
zum Versuchsende jeweils die Bestimmung der Lebendzellzahl sowie des Ploidiegrades am 
MACSQuant Analyzer 10 durchgeführt. Die Betrachtung der Behandlungswirkung auf den 
DNA-Gehalt der Zelle erfolgte durch die Untersuchung des Ploidiegrades. Mittels 
lichtmikroskopischer Bilder wurden zytoreduktive sowie mit Hilfe der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie (CLSM) qualitative Effekte der Behandlungen fotodokumentiert. 
 
3.1  Wahl der Kontrollgruppe 
Die Wahl des Designs der Kontrollgruppe orientierte sich an den Erfahrungen der 
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dietmar Krex sowie an der Dissertationsschrift von Frau Paula 
Bartmann (Bartmann, 2020). Aufgrund des 38%igen Wachstumsunterschiedes zwischen den 
Zellen in den 6-Wellplatten und den dishes wurde sich in der vorliegenden Arbeit für das 
Führen von den Behandlungsgruppen und der Kontrolle in dishes entschieden (Bartmann, 
2020).  
 
3.2  Typisierung der verwendeten Primärkulturen 
Glioblastome gehören zu den Tumorentitäten mit ausgesprochener inter- und intratumoraler 
Heterogenität (Lee et al., 2018). Aufgrund dessen erfolgt bei Glioblastomen eine pathologische 
Untersuchung des Resektates sowie eine Immunphänotypisierung der entsprechend 




Dresden untersucht hierbei standardmäßig den GFAP-, MGMT- und IDH-Status sowie den 
Proliferationsindex (siehe Tabelle 11). Jedoch liegen diese Ergebnisse für das Rezidiv 
HT18328-3 nicht vor. Die resultierende Subtypisierung spielt für die primäre 
Behandlungsstrategie und das Outcome des Patienten eine entscheidende Rolle 
(siehe 1.3.1). So gilt bei Patienten höheren Alters die chemotherapeutische Behandlung mit 
Temozolomid bei positivem MGMT-Status als obligat, während Patienten mit MGMT-
negativen Status nicht profitieren (Wick et al., 2012). Die angelegten Primärkulturen wurden 
mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Immunphänotypisierung näher charakterisiert (siehe 
3.2.2). 
 
3.2.1 Befunde der Pathologie des UKD 
Die nachfolgende Tabelle 11 zeigt die von der Pathologie des Universitätsklinikums Carl 
Gustav Carus Dresden erhobenen Ergebnisse der Tumorresektate. Für das Rezidiv 
HT18328-3 liegen diese Befunde jedoch nicht vollständig vor.  
Tabelle 11: Pathologieberichte der Primärkulturen HT16360-1, HT18328-3, und HT18816 des UKD. Ein Teil 
des resezierten Gewebes wurde jeweils zur Schnellschnittdiagnostik als auch für weiterführenden, vor allem 
immunhistochemische Analysen, in die Pathologie gesendet. Ebenjene tragen hauptsächlich zur 
Therapieentscheidung bei Primärtumoren bei. Des Weiteren konnte gezeigt werden, das Rezidive oftmals eine 
ähnliche immunhistochemische Charakterisierung aufweisen (Metellus et al., 2009). Alle Tumore wurden 
letztendlich als multiple Rezidive eines Glioblastoma multiforme, WHO-Grad IV, befundet. 
 HT16360-1 HT18328-3 HT18816 
IDH1-Status IDH1WT - IDH1WT 
Proliferationsindex/ 
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Anhand der vorhandenen Daten lassen sich die Rezidive HT16360-1 und HT18816 direkt 
vergleichen. Hierbei wurden ebenjene als IDHWT eingestuft. Während HT16360-1 mit 
10 – 60 % einen deutlich höheren Proliferationsindex zeigte, lag dieser bei HT18816 mit 




Die Beurteilung des Methylierungsstatus erfolgte nach internen cut-off-Werten sowie in 
Anlehnung an den Stand der Literatur. Hierbei werden Methylierungen < 8 % als sicher nicht 
methyliert, zwischen 8 % und 29 % als methyliert - klinisch fraglich bedeutsam und > 29 % als 
methyliert - klinisch in der Regel bedeutsam, gewertet (Quelle: Befund Pathologie, 
Universitätsklinikum Carl Gustav Carus Dresden). Während HT16360-1 demnach als sicher 
methyliert eingestuft wurde und in Bezug auf die Leitlinie (siehe 1.3.1) von einer Therapie mit 
TMZ profitieren kann, so gilt HT18816 mit 1,12 % als nicht methyliert und folglich weniger TMZ-
sensibel. Weiterhin wurde der Status des glial fibrillary acid protein (GFAP) erhoben, der sich 
für beide Rezidive positiv abbildete. GFAP ist das Hauptintermediärfilament reifer Astrozyten 
und somit für ebenjene spezifisch (Doetsch, 2003). Es spielt für die Regeneration, synaptische 
Plastizität sowie der reaktiven Gliosis der Astrozyten eine entscheidende Rolle (Middeldorp 
und Hol, 2011). Abschließend wurden durch die Pathologie alle drei Tumorresektate am 
ehesten als Rezidiv eines primären Glioblastoma multiforme befundet. 
 
3.2.2 Immunphänotypisierung  
Zusätzlich zur pathologischen Untersuchung der Tumorresektate erfolgte nach ihrer 
Kultivierung eine durchflusszytometrische Analyse am MACSQuant Analyzer 10 (siehe 2.2.6). 
Sowohl das Vorhandensein des Tumorstammzellmarkers cluster of differentiation 44 (CD44), 
als auch das Vorkommen der Marker epidermal growth factor receptor (EGFR) und GFAP 
wurden analysiert. Unter der Mitführung der jeweiligen Isotypkontrollen erfolgte die Inkubation 
mit dem entsprechenden Antikörper und anschließend die quantitative Analyse der Marker am 
Durchflusszytometer (siehe 2.2.9). 
 
3.2.2.1 Immunphänotypisierung der Primärkultur HT16360-1 
Abbildung 9 A verdeutlicht die Bindung des CD44-Antikörpers an 95,7 % der Zellen der 
Primärkultur HT16360-1. Das CD44-Protein gilt dabei als allgemeiner Tumorstammzellmarker, 
der sich nahezu in allen Tumoren findet (Jaggupilli und Elkord, 2012). Des Weiteren wurde 
eine Überexpression des EGF-Rezeptors mit einer Bindung des entsprechenden Antikörpers 
an 93,5 % der Zellen detektiert (siehe Abbildung 9 B). Demnach zählt die Primärkultur 
HT16360-1 zu den 60 % der Glioblastome, welche eine EGFR-Mutation oder -Überexpression 
als typisches Glioblastom-Merkmal aufweisen (Liu und Mischel, 2018). Zudem wurden 68,6 % 
GFAP-positive Zellen gemessen (siehe Abbildung 9 C). Dies weist auf einen glialen Ursprung 
der Zellen hin (siehe 3.2.1). Aus ebenjenen genannten Ergebnissen lässt sich ableiten, dass 








Abbildung 9: Immunphänotypisierung der Primärkultur HT16360-1. Mittels der Durchflusszytometrie wurden 
das Vorhandensein des Oberflächenmarkers CD44 (A), des EGF-Rezeptor (B) sowie des Intermediärfilamentes 
GFAP (C) unter der Mitführung von entsprechenden Isotypkontrollen (grau dargestellt) geprüft. In blau, rot und 
gelb ist der jeweilige durch den Antikörper gebundene, prozentuale Anteil an Zellen abgebildet. 
 
3.2.2.2 Immunphänotypisierung der Primärkultur HT18328-3 
Die Immunphänotypisierung anhand des Tumorstammzellmarkers CD44, des EGF-Rezeptors 
sowie des Intermediärfilaments GFAP wird nachfolgend veranschaulicht. 
 
 
Abbildung 10: Immunphänotypisierung der Primärkultur HT18328-3. Die Analyse des Oberflächenmarkers 
CD44 (A), des EGF-Rezeptors (B) sowie des Intermediärfilamentes GFAP (C) erfolgte durchflusszytometrisch 
am MACSQuant Analyzer 10. Die in grau dargestellten Isotypkontrollen wurden jeweils mitgeführt. Der durch 
den Antikörper gebundene prozentuale Anteil an Zellen wurde in blau (CD44), rot (EGFR) und gelb (GFAP) 
abgebildet.  
Abbildung 10 A zeigt, dass der Antikörper gegen CD44 an 98,1 % der Zellen der Primärkultur 
HT18328-3 band. Weiterhin verdeutlicht die Abbildung 10 B eine moderate Überexpression 




GFAP-Antiköpers an 86,3 % der Zellen nachgewiesen (siehe Abbildung 10 C). Trotz einiger 
Lücken in der immunhistochemischen Analyse der Pathologie des UKD (siehe Tabelle 11) 
stimmen deren Befundung als Rezidiv eines Glioblastoma multiforme, WHO-Grad IV, mit der 
Immunphänotypisierung überein.  
 
3.2.2.3 Immunphänotypisierung der Primärkultur HT18816 
Wie für die beiden Primärkulturen HT16360-1 und HT18328-3 erfolgte ebenfalls für HT18816 
eine immunphänotypische Charakterisierung. 
 
 
Abbildung 11: Immunphänotypisierung der Primärkultur HT18816. Die durchflusszytometrische Analyse 
untersuchte das Vorkommen des Oberflächenmarkers CD44 (A), des EGF-Rezeptors (B) und des 
Intermediärfilamentes GFAP (C). Die Istoypkontrollen wurden entsprechend mitgeführt (grau dargestellt). In blau, 
rot und gelb wurde der entsprechende prozentuale Anteil der durch den Antikörper gebundenen Zellen 
abgebildet. 
Abbildung 11 A zeigt die Antikörperbindung an das Oberflächenprotein CD44 bei 96,1 % der 
Zellen der Primärkultur HT18816. Eine Überexpression des EGF-Rezeptors konnte nicht 
nachgewiesen werden, da lediglich eine Bindung an 0,15 % der Zellen detektiert wurde (siehe 
Abbildung 11 B). Dieser Tumor zählt demnach immunphänotypisch zu den EGFR-negativen 
Glioblastomen. Im Rahmen der Kultivierung des Primärmaterials kann jedoch eine 
Überexpression des EGF-Rezeptors auch verloren gehen (Schulte et al., 2012). Der GFAP-
Antikörper lokalisierte sich an 64,2 % der gemessenen Zellen, weshalb es sich auch in diesem 
Fall um Zellen glialen Ursprungs handelte (siehe Abbildung 11 C). Die Immunphänotypisierung 




3.3  Titration der AZD1152-Konzentration 
Die gewünschte Zielkonzentration des AZD1152 wurde in Vorversuchen für die einzelnen 
verwendeten Primärkulturen austitriert. Hierbei war es wichtig den zytoreduktiven Effekt in 
einem moderat definierten Rahmen (Abnahme der Lebendzellzahl um 20 – 40 %) zu halten, 
um in den Dreifachkombinationen den Gesamteffekt noch auswerten zu können. 
Da die Modalitäten in verschiedenen Vorversuchen sowie der Kombinationsbehandlung 
möglichst gleich gehalten werden sollten, erfolgte das Aussäen der Zellen punktförmig auf die 
beschichteten Glascoverslips (siehe 2.2.10). Ab Tag 2 wurden die Zellen für 72 h einer 
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen des Aurora B-Kinase-Inhibitors AZD1152 
unterzogen.  
Als Teil des CPC-Komplexes ist die Aurora B-Kinase an den Vorgängen der Zellteilung, 
speziell an der Chromosomenaufteilung und Zytokinese beteiligt (siehe 1.4.1.3). Die 
Behandlung mit AZD1152 kann somit zur Polyploidie führen und aufgrund ihrer Initiierung der 
Apoptose einen zytoreduktiven Effekt aufweisen (Xie et al., 2013; Yamauchi et al., 2013). Um 
eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von Bestrahlungstitration und 
Kombinationstherapie zu gewährleisten, wurde sich bei der Wahl der Auswertungsmethode 
zugunsten der Messung der Lebendzellzahl gegen die Bestimmung des Ploidiegrades 
entschieden.  
Die verwendeten AZD1152-Konzentrationen orientierten sich an den Ergebnissen 
vergangener Experimente der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dietmar Krex sowie der 
Dissertationsschrift von Frau Paula Bartmann, welche Werte von 10 – 50 nM AZD1152 
verwendete (Bartmann, 2020). 
Das für diese Arbeit aufgestellte Titrationsschema von 10 nM, 15 nM, 30 nM, 50 nM und 75 nM 





3.3.1 Titration der AZD1152-Konzentration an der Primärkultur HT16360-1 
Die Ergebnisse der AZD1152-Titrationen an der Primärkultur HT16360-1 werden nachfolgend 
veranschaulicht (siehe Abbildung 12). 
  
Abbildung 12: Titration der AZD1152-Konzentrationen an der Primärkultur HT16360-1. Die Abbildung zeigt 
die Lebendzellzahl in Relation zur unbehandelten Kontrolle [%] bei verschiedenen AZD1152-Konzentrationen. 
N (Anzahl der Versuchsdurchführungen) = 3; n (Versuchsansätze pro Versuch) = 3. 
Abbildung 12 zeigt eine nahezu lineare Abnahme der Lebendzahl bei steigenden AZD1152-
Konzentrationen. Während 10 nM AZD1152 eine Reduktion der Lebendzellzahl auf 90 % 
verursachte, lag die Lebendzellzahl bei Einsatz von 30 nM AZD1152 nur noch bei 69 % und 
bei 75 nM AZD1152 bei 50 %. Der definierte Zielwert wurde im Bereich von 60 – 80 % vitaler 
Zellen angesetzt. Demnach fiel die Entscheidung auf den Einsatz von 30 nM AZD1152 bei den 






































3.3.2 Titration der AZD1152-Konzentration an der Primärkultur HT18328-3 
Für die Zwei- und Dreifachkombinationen sollte jeweils eine Primärkultur-spezifische 
AZD1152-Konzentration verwendet werden, weshalb für die zweite Primärkultur HT18328-3 
eine erneute AZD1152-Titration erfolgte (siehe Abbildung 13). 
  
Abbildung 13: Titration der AZD1152-Konzentrationen an der Primärkultur HT18328-3. Die Abbildung zeigt 
die Lebendzellzahl in Relation zur unbehandelten Kontrolle [%] bei verschiedenen AZD1152-Konzentrationen. 
N = 4; n = 3. 
Die Primärkultur HT18328-3 zeigt insgesamt ein sensitiveres Ansprechen auf die AZD1152-
Konzentrationen im Vergleich zur HT16360-1 (siehe Abbildung 12). Folgend vermindert sich 
die Lebendzellzahl bei Einsatz von 10 nM AZD1152 bereits auf 80 % vitale Zellen, während 
bei einer Konzentration von 15 nM AZD1152 77 % und bei 75 nM AZD1152 nur noch 26 % 
vitaler Zellen verbleiben. Um eine Vergleichbarkeit des Behandlungseffekts unter den 
Primärkulturen zu gewährleisten, fiel die Entscheidung auf eine Konzentration von 15 nM 







































3.3.3 Titration der AZD1152-Konzentration an der Primärkultur HT18816 
Des Weiteren erfolgte auch für die Primärkultur HT18816 eine spezifische Titration der 
AZD1152-Konzentration (siehe Abbildung 14).  
  
Abbildung 14: Titration der AZD1152-Konzentrationen an der Primärkultur HT18816. Die Abbildung zeigt die 
Lebendzellzahl in Relation zur unbehandelten Kontrolle [%] bei verschiedenen AZD1152-Konzentrationen. 
N = 4; n = 3. 
Wie durch Abbildung 14 verdeutlicht, sprach die Primärkultur HT18816 im Vergleich zu den 
beiden anderen Primärkulturen bereits bei sehr niedrigen AZD1152-Konzentrationen von 
5 – 15 nM mit einem deutlichen Abfall der Lebendzellzahl an. Mit einem Verbleib von im Mittel 
77 % vitaler Zellen fiel bei dieser Primärkultur die Entscheidung für einen Einsatz von 5 nM 
AZD1152. Wie bei HT16360-1 und HT18328-3 lag diese im definierten Zielbereich von 
60 – 80 % vitaler Zellen. Der zytoreduktive Effekt bei HT18816 überwog bei den mittleren 
AZD1152-Konzentrationen den der anderen Primärkulturen. So führten beispielsweise 15 nM 
AZD1152 bei HT18816 zu einem Verbleib von 57 % vitaler Zellen, bei HT18328-3 zu 76 % 
(siehe 3.3.2) und bei HT16360-1 zu 83 % (siehe 3.3.1). Ab einer Konzentration von 50 nM 
stagnierte die Abnahme der Lebendzellzahl im Bereich von 32 – 34 % vitaler Zellen. 
 
3.4  Dosistitration der Radiotherapie 
Wie die Konzentration des AZD1152 wurde auch für die Radiotherapie die angestrebte Dosis 
in Bezug zur Lebendzellzahl durch Titrationen bestimmt. Hier galt ebenso die Reduktion der 
Lebendzellzahl bis zu einem Verbleib von 60 – 80 % vitaler Zellen als Richtlinie (siehe 3.3). 
Um den Modalitäten der anderen Versuche gerecht zu werden, erfolgte auch hier ein 
punktförmiges Aussäen der Zellen auf beschichtete Glascoverslips (siehe 2.2.12). Nach 







































adhärenter Zellrasen gebildet haben. Anschließend wurden die Zellen einmalig mit einer 
definierten Dosis bestrahlt und unter täglichem Wechsel des Kulturmediums weitere 72 h 
inkubiert. 
Ionisierende Strahlung stellt einen der effektivsten Behandlungsansätze in der Therapie der 
Glioblastome dar, jedoch existieren ebenfalls wirksame Resistenzmechanismen in ebenjenen 
Tumorzellen. Der durch die Strahlung induzierte Schaden des genetischen Materials kann 
durch DNA-Reparaturmechanismen behoben werden, deren Effektivität und Kapazität in 
Glioblastomzellen deutlich gesteigert werden kann (Bao et al., 2006; Murad et al., 2018). 
Für in vitro-Versuche ist es üblich eine Einzeldosisbestrahlung mit bis zu 10 Gy durchzuführen 
(Hasslacher, 2020). In Anlehnung daran sowie durch Orientierung an Vorversuchen der 
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dietmar Krex und in Kooperation mit dem OncoRay Dresden 
wurden die Bestrahlungsdosen für HT16360-1 und HT18328-3 wie folgt gewählt: 
2, 4, 6 und 8 Gy. Da die Primärkultur HT18816 sich im ersten Versuch deutlich sensitiver 
zeigte, wurden hier die entsprechenden Dosen auf 0.5, 1, 2 und 4 Gy verringert. 
 
3.4.1 Titration der Bestrahlungsdosis an HT16360-1 
Für die Primärkultur HT16360-1 erfolgte die Titration der Bestrahlungsdosis, wie unter 2.2.12 
beschrieben, deren Ergebnisse nachfolgend gezeigt werden (siehe Abbildung 15).  
 
Abbildung 15: Titration der Bestrahlungsdosis an der Primärkultur HT16360-1. Die Abbildung zeigt die 
Lebenszellzahl in Relation zur unbehandelten Kontrolle [%] bei verschiedenen Bestrahlungsdosen [Gy]. 
N = 3; n = 3. 
Die obige Abbildung 15 zeigt im Bereich niedriger Dosen einen nahezu proportionalen Abfall 
der Lebendzellzahl. So verblieben bei einer Dosis von 2 Gy 72 % und bei 4 Gy 40 % vitale 






































geringerer zytoreduktiver Effekt beobachtet werden. Während bei 6 Gy noch 27 % vitale Zellen 
verblieben, sank deren Anzahl bei 8 Gy bis auf 18 % ab. Da auch für die Titration der 
Bestrahlungsdosis das Erreichen von 60 – 80 % vitaler Zellen als Ziel festgelegt wurde, fiel die 
Entscheidung bei der Primärkultur HT16360-1 auf eine Bestrahlungsdosis von 2 Gy. 
 
3.4.2 Titration der Bestrahlungsdosis an HT18328-3 
Für die Primärzelllinie HT18328-3 wurde ebenso eine Titration der Bestrahlungsdosis 
durchgeführt, deren Ergebnisse in Abbildung 16 veranschaulicht werden. 
  
Abbildung 16: Titration der Bestrahlungsdosis an der Primärkultur HT18328-3. Die Abbildung zeigt die 
Lebendzellzahl in Relation zur unbehandelten Kontrolle [%] bei verschiedenen Bestrahlungsdosen [Gy]. 
N = 3; n = 3. 
Abbildung 16 verdeutlicht mit steigender Bestrahlungsdosis eine Abnahme der Lebendzellzahl 
bis auf 31 % vitaler Zellen bei 8 Gy. Die 2 Gy-Bestrahlung bewirkt eine Abnahme auf 76 % 
vitaler Zellen und lag somit im definierten Zielbereich von 60 – 80 % vitaler Zellen. Mit 44 % 






































3.4.3 Titration der Bestrahlungsdosis an HT18816 
Des Weiteren erfolgte die Bestimmung der Bestrahlungsdosis für die Primärkultur HT18816 
mittels Titration, sodass jeweils eine spezifische Dosis in den Kombinationsversuchen 
verwendet werden konnte. 
  
Abbildung 17: Titration der Bestrahlungsdosis an der Primärkultur HT18816. Die Abbildung zeigt die 
Lebendzellzahl in Relation zur unbehandelten Kontrolle [%] bei verschiedenen Bestrahlungsdosen [Gy]. 
N = 4; n = 3. 
Die Primärkultur HT18816 erwies sich als ausgesprochen radiosensitiv, weshalb die 
Bestrahlungsdosen nach einem ersten Versuch mit 2, 4, 6 und 8 Gy entsprechend reduziert 
wurden. Wie in Abbildung 17 dargestellt, fiel mit einem Verbleib von 72 % vitaler Zellen bereits 
eine Bestrahlungsdosis von 0,5 Gy in den definierten Zielbereich von 60 – 80 % vitaler Zellen. 
Die verwendeten 2 Gy bei HT16360-1 und HT18328-3 bewirkten bei dieser Primärkultur einen 
Abfall der Zellzahl auf 47 %, während im Vergleich 4 Gy nur noch zu einer geringeren 
Abnahme der Lebendzellzahl auf 40 % vitaler Zellen führten. 
 
3.5  Kombinationstherapie mit Radiotherapie, TTFields und AZD1152  
Um die Hypothese eines additiv-zytotoxischen Effektes der kombinierten Behandlung mit 
Radiotherapie (RT), TTFields und AZD1152 im Vergleich zu den Einzeltherapien prüfen zu 
können, wurden ebenjene Einzel-, Zweifach- und Dreifachkombinationen durchgeführt. 
Anschließend erfolgte eine Quantifizierung der Ergebnisse anhand der Lebendzellzahl in 
Relation zur Kontrolle. Des Weiteren erfolgte die Validierung der zweiten Hypothese, inwiefern 
die Dreifachkombination in ihrem Effekt den einzelnen Zweifachkombinationen (RT/AZD1152, 
TTFields/AZD1152 und RT/TTFields) überwiegt. Der nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-







































jeweiligen Versuchen ermittelt sowie quantitativ ausgewertet. Unter Verwendung der CLSM 
erfolgte die Visualisierung qualitativer Effekte, während lichtmikroskopische Bilder 
zytoreduktive Effekte veranschaulichten. 
 
3.5.1 Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie anhand der Lebendzellzahl 
Zur Darstellung der quantitativen Effekte wurden nachfolgend boxplots verwendet. Mit Hilfe 
des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests erfolgte eine Signifikanzberechnung der 
einzelnen Zweifachkombinationen in Bezug auf die Dreifachkombination. Aufgrund des 
geringen Stichprobenumfangs wurde auf eine Normalverteilungstestung verzichtet.  
 
3.5.1.1 Lebendzellzahl der Primärkultur HT16360-1 
Nachfolgende Abbildung 18 zeigt sowohl die Einzeltherapien als auch die Zweifach- und 
Dreifachkombinationstherapien an der Primärkultur HT16360-1.  
 
Abbildung 18: Kombinationsversuche mit Radiotherapie (RT, 2 Gy), TTFields und AZD1152 (30 nM) an der 
Primärkultur HT16360-1. Die Ergebnisse der drei Versuche (N) mit n ≥ drei Versuchsansätzen wurden jeweils am 
Mittelwert der entsprechenden Kontrollgruppe normiert und anschließend gemeinsam durch die boxplots 
veranschaulicht. Zur Beschreibung des boxplots dienen die abgebildeten Mediane, Minimum, Maximum sowie 
erstes und drittes Quartil. *** = p < 0,001, * = p < 0,5. N = 3. n ≥ 12. 
Sowohl die Einzel-, als auch die Zweifach- und Dreifachbehandlung mit Radiotherapie, 
TTFields und BarasertibTM (AZD1152) zeigen gegenüber der Kontrollgruppe einen 
additiv-zytotoxischen Effekt. Der normierte, mediane Anteil vitaler Zellen lag bei der 




und mit AZD1152 bei 81 % (67 – 91 %). Dieser nahm in den Kombinationen RT/AZD1152 auf 
50 % (37 – 67 %), TTFields/AZD1152 auf 27 % (23 – 42 %), RT/TTFields auf 33 % 
(29 – 40 %) und RT/TTFields/AZD1152 auf 20 % (14 – 27 %) ab.  
In Bezug auf die Dreifachtherapie zeigt der Mann-Whitney-U-Test höchst signifikante 
Ergebnisse für die Einzelbehandlungen sowie die Kombination RT/AZD1152. Die 
Kombinationen RT/TTFields und TTFields/AZD1152 zeigten ein signifikantes Ergebnis. 
Demnach kann der ersten Hypothese eines additiv zytotoxischen Effekts der kombinierten 
Behandlung mit Radiotherapie, TTFields und AZD1152 im Vergleich zu den Einzeltherapien 
als auch der zweiten Hypothese eines überwiegenden Effekts der Dreifachtherapie gegenüber 
den Zweifachtherapien zugestimmt werden (siehe 1.5 a, b). 
 
3.5.1.2 Lebendzellzahl der Primärkultur HT18328-3 
Die folgende Abbildung 19 stellt die Ergebnisse der einzelnen Kombinationstherapien an der 
Primärkultur HT18328-3 dar. 
 
Abbildung 19: Kombinationsversuche mit Radiotherapie (RT, 2 Gy), TTFields und AZD1152 (15 nM) an der 
Primärkultur HT18328-3. Die einzelnen Ergebnisse der drei Versuche (N) mit n ≥ drei Versuchsansätzen wurden 
jeweils am Mittelwert der entsprechenden Kontrollgruppe normiert. Entsprechend dienen jeweils Median, Minimum, 
Maximum sowie erstes und drittes Quartil zur Beschreibung der boxplots. *** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p < 0,5. 
N = 3. n ≥ 12. 
Während der mediane Anteil vitaler Zellen bei der Einzelbehandlung mit RT bei 
89 % (67 – 90 %), mit TTFields bei 57 % (46 – 74 %) und mit AZD1152 bei 53 % (44 – 62 %) 
lag, nahm dieser in den Kombinationsbehandlungen ab. So verblieben bei der 




TTFields/AZD1152 31 % (23 – 35 %) und mit RT/TTFields 49 % (43 – 54 %). In der 
Dreifachkombination RT/TTFields/AZD1152 sank der Anteil auf 28 % (25 – 35 %) vitaler 
Zellen, wobei der Mann-Whitney-U-Test ein höchst signifikantes Ergebnis im Vergleich zu den 
RT und AZD1152-Einzelbehandlungen zeigte. Für die Kombination RT/AZD1152 wurde eine 
signifikantes und für die RT/TTFields-Kombination ein hoch signifikantes Ergebnis ermittelt. 
Gegenüber der TTFields/AZD1152-Kombination konnte die Dreifachtherapie kein signifikantes 
Resultat aufzeigen. Die aufgeführten Ergebnisse bekräftigen auch für die Primärkultur 
HT18328-3 die erste Hypothese eines additiv-zytotoxischen Effektes der Dreifachbehandlung 
gegenüber den Einzelbehandlungen (siehe 1.5 a). Der zweiten Hypothese eines 
überwiegenden Effekts der Dreifachkombination im Vergleich zu den Zweifachkombinationen 
kann nur bedingt zugestimmt werden, da gegenüber der TTFields/AZD1152-Kombination 
keine Signifikanz nachgewiesen wurde (siehe 1.5 b). 
 
3.5.1.3 Lebendzellzahl der Primärkultur HT18816 
Abbildung 20 zeigt die Kombinationsversuche mit Radiotherapie, TTFields und BarasertibTM 
(AZD1152) an der Primärkultur HT18816. 
 
 
Abbildung 20: Kombinationsversuche mit Radiotherapie (RT, 0,5 Gy), TTFields und AZD1152 (5 nM) an der 
Primärkultur HT18816. Die boxplots zeigen jeweils die am Mittelwert der Kontrollgruppe normierten Ergebnisse 
der vier Versuche (N) mit n ≥ drei Versuchsansätzen. Zur Beschreibung des boxplots dienen jeweils Median, 




Obige Abbildung 20 veranschaulicht für die Primärkultur HT18816 einen mit den 
Behandlungskombinationen stetig zunehmenden zytoreduktiven Effekt. Während der mediane 
Anteil vitaler Zellen in den Einfachbehandlungen mit RT bei 63 % (54 – 75 %), mit TTFields 
bei 56 % (51 – 64 %) und mit AZD1152 bei 72 % (52 – 93 %) lag, nahm dieser in den 
Zweifachkombinationen weiter ab. So verblieben in den Kombinationen RT/AZD1152 im 
Median 52 % (36 – 67 %), TTFields/AZD1152 40 % (33 – 47 %), RT/TTFields ebenfalls 
40 % (36 – 48 %) und in der Dreifachtherapie mit RT/TTFields/AZD1152 noch 
34 % (25 – 39 %) vitale Zellen. Die Dreifachtherapie zeigte sich gegenüber den 
Zweifachkombinationen TTFields/AZD1152 sowie RT/TTFields im Mann-Whitney-U-Test als 
signifikant, gegenüber der Kombination RT/AZD1152 als hoch signifikant und in Bezug auf alle 
Einzelbehandlungen als höchst signifikant. Für die Primärkultur HT18816 lassen sich somit die 
Hypothese eines additiv-zytotoxischen Effekts der kombinierten Behandlung gegenüber der 
Einzeltherapien als auch die Hypothese eines überwiegenden Effekts der Dreifachtherapie im 
Vergleich zu den einzelnen Zweifachkombinationen bekräftigen (siehe 1.5 a, b). 
 
3.5.2 Zytoreduktiver Effekt der Kombinationstherapie 
Die Analyse hinsichtlich eines zytoreduktiven Effektes erfolgte bereits quantitativ (siehe 3.5.1). 
Für dessen visuelle Darstellung wurden überblicksartig lichtmikroskopische Bilder mit einer 
10-fachen Vergrößerung angefertigt (siehe Abbildung 21). Als Vergleichsaspekte gelten 
hierbei die Dichte und die Heterogenität des Zellrasens sowie der visuelle Anteil vitaler und 
avitaler Zellen. 
Hierfür durchliefen die Zellen ebenfalls eine entsprechende 72-stündige Behandlung. 
Anschließend erfolgte die Umlagerung der Glascoverslips in mit PBS gefüllte 6-Wellplatten. 
Mittels eines Lichtmikroskops (Zeiss) wurden Aufnahmen des Zellrasens erstellt. Nachfolgend 
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Abbildung 21: Lichtmikroskopische Bilder der Primärkulturen. Die Abbildung veranschaulicht repräsentative 
Ausschnitte der verschiedenen Behandlungsgruppen in 10-facher Vergrößerung. Die linke Bildreihe zeigt die 
Primärkultur HT16360-1, die mittlere Bildreihe HT18328-3 und die rechte Bildreihe HT18816. Der eingezeichnete 




3.5.3 Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie anhand des Ploidiegrades 
Da Studien zeigen konnten, dass AZD1152 zu Polyploidie führen kann (Xie et al., 2013; 
Yamauchi et al., 2013), wurde weiterhin der Effekt aller einzelnen Behandlungsansätze sowie 
deren Kombinationen auf den Ploidiegrad der Zellen untersucht.  
 
3.5.3.1 Ploidiegrad der Primärkultur HT16360-1 
Nachfolgende Abbildung 22 veranschaulicht den Ploidiegrad der Primärkultur HT16360-1.
 
Abbildung 22: Ploidiegrad der Primärkultur HT16360-1 nach den Kombinationsbehandlungen. In der 
Abbildung wird der mittlere relative Anteil der gemessenen Tumorzellen mit einem Chromosomensatz von 2n, 4n 
und > 4n sowohl bei den Einzeltherapien mit Radiotherapie (RT), TTFields und AZD1152, als auch bei den 
Zweifach- und Dreifachkombinationstherapien gezeigt. N = 3; n = 3. 
Wie in Abbildung 22 dargestellt, lag in der unbehandelten Kontrollgruppe der Anteil an Zellen 
mit einem 4-fachen Chromosomensatz bei 53 %, weshalb sich die Primärkultur HT16360-1 als 
tetraploid bezeichnen lässt. In Bezug auf die Kontrollgruppe bewirkten die alleinige 
Behandlung mit Radiotherapie, TTFields oder AZD1152 sowie deren Zweifach- und 
Dreifachkombinationen nur geringe Veränderungen des Anteils am jeweiligen 
Chromosomensatz. In der Kontrolle zeigten 9 % der Zellen einen 2-fachen (2n) 
Chromosomensatz, 53 % einen 4-fachen (4n) und 37 % einen größer 4-fachen (>4n) 
Chromosomensatz. Dieser Anteil an Zellen mit einem Chromosomensatz >4n stieg bei der 
Dreifachkombination deutlich auf 48 % an. Bei den Einfachtherapien zeigte sich ein 4n-Anteil 
von 46 % bis 49 % der Zellen und ein >4n-Anteil von 41 % bis 47 %. Ähnliche Anteile wiesen 






















































45 % und 47 % schwankte Der Anteil an Zellen mit einem 2-fachen Chromosomensatz blieb 
hingegen bei allen aufgeführten Versuchsansätzen unter 10%. Somit zeigten die einzelnen 
Therapieansätze sowie deren Kombinationen kaum Einfluss auf den Ploidiegrad der Zellen 
dieser Primärkultur. 
 
3.5.3.2 Ploidiegrad der Primärkultur HT18328-3 
Die quantitative Analyse der Ploidiegrades erfolgte ebenfalls für HT18328-3. 
 
Abbildung 23: Ploidiegrad der Primärkultur HT18328-3 nach den Kombinationsbehandlungen. In der 
Abbildung wird der mittlere relative Anteil der gemessenen Tumorzellen mit einem Chromosomensatz von 2n, 4n 
und > 4n sowohl bei den Einzeltherapien mit Radiotherapie (RT), TTFields und AZD1152, als auch bei den 
Zweifach- und Dreifachkombinationstherapien gezeigt. N = 3; n = 3. 
Da 61 % der Zellen der Kontrollgruppe einen 4-fachen Chromosomensatz aufwiesen, lässt 
sich die Primärkultur HT18328-3 ebenfalls als tetraploid beschreiben (siehe Abbildung 23). 
Insgesamt zeigte die Primärkultur HT18328-3 ein gegenläufiges Verhalten der jeweiligen 
Zellanteile zwischen 4n und >4n in den Behandlungsgruppen. Der Anteil von Zellen mit einem 
4-fachen Chromosomensatz nahm von 61 % bei der Kontrollgruppe bis auf 38 % bei der 
Dreifachkombination stetig ab. Mit einem Anteil von 53 % bis 59 % der Zellen fanden sich die 
Werte der Einfachbehandlungen und mit einem Anteil von 46 % bis 53 % die der 
Zweifachkombinationen dazwischen wieder. Gleichzeitig stieg der Anteil des 
Chromosomensatzes von >4n von 28 % in der Kontrollgruppe, über die Einfachbehandlung 
(33 – 37 %) und Zweifachtherapie (39 – 48 %) bis auf 57 % in der Dreifachkombination 






















































einen größeren Anteil an Zellen mit einem Chromosomensatz von >4n 
(TTFields/AZD1152: 48 %, RT/TTFields/AZD1152: 57 %) als 4n (TTFields/AZD1152: 46 %, 
RT/TTFields/AZD1152: 38 %). Im Vergleich hierzu überwog bei den Kombinationen 
RT/AZD1152 und RT/TTFields der Anteil der Zellen mit 4-fachem Chromosomensatz mit 53 % 
(RT/AZD1152) und 50 % (RT/TTFields) im Vergleich zu einem Chromosomensatz von 
>4n mit 40 % (RT/AZD1152) und 39 % (RT/TTFields). Der Anteil der Zellen mit einem 2-fachen 
Chromosomensatz schwankte in den Untersuchungsgruppen zwischen 5 % und 11 %. 
Zusammenfassend zeigten die Behandlungen für die Primärkultur HT18328-3 einen Effekt auf 
den Ploidiegrad der Zellen, insbesondere für die Chromosomensätze 4n und >4n. 
 
3.5.3.3 Ploidiegrad der Primärkultur HT18816 
Nachfolgende Abbildung 24 veranschaulicht den Ploidiegrad der Primärkultur HT18816. 
 
Abbildung 24: Ploidiegrad der Primärkultur HT18816 nach den Kombinationsbehandlungen. In der Abbildung 
wird der mittlere relative Anteil der gemessenen Tumorzellen mit einem Chromosomensatz von 2n, 4n und >4n 
sowohl bei den Einzeltherapien mit Radiotherapie (RT), TTFields und AZD1152, als auch bei den Zweifach- und 
Dreifachkombinationstherapien gezeigt. N = 3; n = 3. 
Im Vergleich zu den tetraploiden Primärkulturen HT16360-1 und HT18328-3 zeigte sich die 
Primärkultur HT18816 mit diploidem Chromosomensatz. Dies verdeutlichte sich durch einen 
77%igen Anteil an Zellen mit 2-fachem Chromosomensatz in der Kontrollgruppe, während 
23 % der Zellen einen Chromosomensatz von 4n aufwiesen. Zusammenfassend waren in der 
obigen Abbildung nur minimale Veränderungen der jeweiligen Chromosomensatzanteile 
























































variiert bei allen Kombinationen zwischen 77 % und 80 %. In Bezug auf den 4-fachen 
Chromosomensatz schwankt der Anteil zwischen 20 % und 23 %. Ein Chromosomensatz >4n 
trat mit 1 % lediglich bei der Kombination von Radiotherapie und TTFields auf, während bei 
allen anderen Therapieansätzen ebenjener unter 1 % lag. Hinsichtlich ihres Einflusses auf den 
Ploidiegrad zeigte sich die Primärkultur HT18816 als therapieresistent.  
 
3.5.4 Qualitativer Effekt der Kombinationstherapie 
Für die qualitative Beurteilung der Einzelbehandlungen im Vergleich zu den Zwei- und 
Dreifachkombinationen wurden entsprechende Präparate für die CLSM angefertigt 
(siehe 2.2.15). 
Nach der standardmäßigen 72-stündigen Behandlung der Zellen mussten diese anschließend 
aus den dishes in 6-Wellplatten umgelagert, fixiert und permeabilisiert werden. Mittels 
Hoechst 33342 erfolgte die Anfärbung der DNA in blau. Zur Markierung des Zytoskeletts wurde 
anti-α-Tubulin, welches in einem weiteren Schritt durch die Bindung des sekundären 
Antikörpers sheep-anti-mouse IgG1-FITC in grün visualisiert wurde, verwendet (siehe 2.2.15). 
Die Aufnahme einer repräsentativen Auswahl von Bildern der Primärkulturen erfolgte mit dem 
Leica SP5 konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop in 63-facher Vergrößerung mit Öl. In den 
folgenden drei Abbildungen zeigt die linke Spalte jeweils ein Überlagerungsbild (merge), die 
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Abbildung 25: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie der Primärkultur HT16360-1. Mittels anti-α-Tubulin 
wurde das Zytoskelett markiert und unter Verwendung von sheep-anti-mouse IgG1-FITC in grün veranschaulicht. 
Die Anfärbung der DNA erfolgte mittels Hoechst 33342 und ist in blau dargestellt. Der eingezeichnete 




Obige Abbildung 25 zeigt in der Kontrollgruppe ein weitgehend homogenes Bild mit 
gleichmäßig runden Zellkernen, Zellausläufern und physiologischem Kern-Plasma-Verhältnis 
(siehe Abbildung 25, 1. Zeile). Die Radiotherapie bewirkte keine wesentlichen 
zellmorphologischen Änderungen im Vergleich zur Kontrolle, während die TTFields-
Behandlung zu einer deutlichen Vergrößerung der Zellen sowie einer beginnenden 
Kernfragmentierung führte (siehe Abbildung 25, 2./3. Zeile). Die Einzelbehandlung mit 
AZD1152 verdeutlicht, wie auch die folgenden Zwei- und Dreifachkombinationen, eine stärker 
zytotoxische Wirkung. Dies spiegelt sich in einer subjektiv verminderten Zellzahl wider. 
Während sich durch die AZD1152-Behandlung das Zellvolumen und die Zellgröße nicht von 
der Kontrollgruppe unterschied (siehe Abbildung 25, 4. Zeile), nahmen ebenjene in den Zwei- 
sowie Dreifachbehandlungen zunehmend zu (siehe Abbildung 25, 5. – 8. Zeile). Gleichzeitig 
stieg der Anteil an Zellen mit fragmentiertem Zellkern an. Aufgrund der reduzierten Zellzahl 
der Bildausschnitte lässt sich keine objektive Aussage zu der Hypothese eines überwiegenden 
Effekts der Dreifachkombination im Vergleich zu den einzelnen Zweifachkombinationen 
treffen. Der ersten Hypothese eines additiv-zytotoxischen Effektes der kombinierten 
Behandlungen gegenüber der alleinigen Therapie mit Radiotherapie, TTFields oder AZD1152 
kann zugestimmt werden. Insgesamt verdeutlichen die Bilder Behandlungseffekte auf die 






merge α-Tubulin Hoechst 33342 
Kontrolle 
   
RT 
   
TTFields 
   
AZD1152 
   
RT/ 
TTFields 
   
RT/ 
AZD1152 
   
TTFields/ 
AZD1152 




   
Abbildung 26: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie der Primärkultur HT18328-3. Mittels anti-α-Tubulin 
wurde das Zytoskelett markiert und anschließend mittels sheep-anti-mouse IgG1-FITC in grün veranschaulicht. Die 
Anfärbung der DNA erfolgte mittels Hoechst 33342 und ist in blau dargestellt. Der eingezeichnete Größenmaßstab 




Die Primärkultur HT18328-3 zeigte bereits in der Kontrollgruppe (Abbildung 26, 1. Zeile) 
deutlich kleinere, rundliche Zellen mit nur vereinzelten Zellausläufern und mit einem 
unphysiologisch höheren Kernanteil am Kern-Plasma-Verhältnis als die Primärkultur 
HT16360-1 (Abbildung 25, 1. Zeile). Die einzeln mit RT, TTFields und AZD1152 behandelten 
Zellen unterschieden sich nur geringfügig in ihrer Morphologie von der Kontrollgruppe (siehe 
Abbildung 26, 2. – 4. Zeile). Auch die Zweifachkombination von RT/TTFields ähnelte 
morphologisch dieser (Abbildung 26, 5. Zeile). Bei den anderen beiden 
Zweifachkombinationen mit AZD1152 sowie der Dreifachtherapie kam es zu einer deutlichen 
Zunahme der Zell- und Kerngröße sowie einer Fragmentierung der Zellkerne, die bei der 
Zweifachkombination RT/AZD1152 am stärksten ausgeprägt war (Abbildung 26, 6. – 8. Zeile). 
Auch bei dieser Primärkultur kann der ersten Hypothese eines additiv-zytotoxischen Effekts 
der kombinierten Behandlung gegenüber einer alleinigen Radiotherapie, TTFields oder 
AZD1152 zugestimmt werden. Die vorliegenden Bildausschnitte erlauben keine objektive 
Aussage über einen etwaigen überwiegenden Effekt der Dreifachtherapie im Vergleich zu den 
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Abbildung 27: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie der Primärkultur HT18816. Mittels anti-α-Tubulin 
wurde das Zytoskelett markiert und anschließend mittels sheep-anti-mouse IgG1-FITC in grün veranschaulicht. Die 
Anfärbung der DNA erfolgte mittels Hoechst 33342 und ist in blau dargestellt. Der eingezeichnete Größenmaßstab 




Im Vergleich zu den Primärkulturen HT16360-1 und HT18328-3 kennzeichnete sich die 
HT18816 durch voluminöse, große Zellen mit deutlichen Zellausläufern und einem 
physiologischen Kern-Plasma-Verhältnis (siehe Abbildung 27, 1. Zeile). Die 
Einzelbehandlungen führten im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer moderaten 
Vergrößerung der Zellen und Zellkerne (siehe Abbildung 27, 2. – 4. Zeile). Mit Ausnahme der 
Behandlungskombinationen TTFields/AZD1152 und RT/TTFields/AZD1152, bei denen die 
relative Zellgröße abnahm (siehe Abbildung 27, 7./8. Zeile), wurden auch bei den anderen 
Behandlungskombinationen voluminöse, große Zellen nachgewiesen. Weiterhin zeigten die 
Zweifach- und Dreifachkombination überwiegend zweifachgeteilte Zellkerne, ohne weitere 
Kernfragmentierungen (siehe Abbildung 27, 5. – 8. Zeile). Wie bei den beiden anderen 
Primärkulturen HT16360-1 und HT18328-3 verdeutlichte sich insgesamt ein 
zellmorphologischer Behandlungseffekt, wobei die Zellgröße der HT18816 zur 
Dreifachtherapie hin abnahm (siehe Abbildung 27, 8.Zeile). Die erste Hypothese eines additiv-
zytotoxischen Effekts einer kombinierten Behandlung im Vergleich zur alleinigen Behandlung 
mit Radiotherapie, TTFields oder AZD1152 kann bekräftigt werden, da bereits in den 
repräsentativen Bildausschnitten eine Abnahme der Zellzahl ersichtlich ist. Zur zweiten 
Hypothese eines überwiegenden Effekts der Dreifachtherapie im Vergleich zu den einzelnen 





In der vorliegenden Arbeit stand die Untersuchung einer möglichen additiv-zytotoxischen 
Wirkung der Kombinationstherapie von Radiotherapie, TTFields und dem Aurora B-Kinase-
Inhibitor AZD1152 im Mittelpunkt. Um synergistische Effekte detektieren zu können, erfolgten 
im Vorfeld primärkulturspezifische Titrationen der Bestrahlungsdosis sowie der AZD1152-
Konzentration. Als Zielstellung galt die Überprüfung der Hypothesen eines überwiegenden 
Effekts der Dreifachkombination im Vergleich zu den Einzelbehandlungen sowie die 
signifikante Überlegenheit der Dreifachkombination zu den einzelnen Zweifachkombinationen 
(siehe 1.5 a, b). Die aufgestellten Hypothesen wurden an drei Primärkulturen eines 
Glioblastoma multiforme Rezidivs in in vitro-Versuchen getestet. 
 
4.1  In vitro-Charakterisierung der Primärkulturen 
Auf Grund der spezifischeren Abbildung klinischer Krankheitsbilder lösen Primärkulturen 
immer mehr den Einsatz von etablierten Zelllinien in der Krebsforschung ab, weshalb sie auch 
im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurden (Ledur et al., 2017). 
Eines der wichtigsten Charakteristika des Glioblastoma multiforme stellt die inter- und 
intratumorale Heterogenität dar (siehe 3.2). Sowohl bei der Aufarbeitung als auch bei der 
Kultivierung des Primärmaterials herrscht ein hoher Selektionsdruck. Dieser ist unter anderem 
durch äußere Einflüsse, wie das verwendete Medium sowie die gewählte 2D- oder 3D-
Kultivierung, bedingt (Fernandez-Fuente et al., 2014; Gomez-Roman et al., 2017). Aufgrund 
dessen ist eine identische in vitro-Abbildung der ursprünglichen in vivo-Bedingungen nicht 
möglich. Einzelne Zellphänotypen des Tumors werden begünstigt. Zu diesen können außer 
den Gliazellen noch andere im Primärmaterial enthaltene Zellen gelten, welche die mehrtägige 
Kultivierung besser tolerieren und demnach der Primärkultur zugrunde liegen könnten (Ledur 
et al., 2017; Neal et al., 2018). 
Aus diesem Grund erfolgte mittels durchflusszytometrischer Analyse eine nochmalige 
Charakterisierung der Primärkultur zum Nachweis kultivierter Zellen eines Glioblastoma 
multiforme. Hierfür wurden drei verschiedene Antikörper genutzt. Der erste Antikörper diente 
zur Bestimmung des EGFR-Status. In einer Großzahl von Tumoren, wie auch in annähernd 
60 % aller Glioblastome, ist ebenjener EGF-Rezeptor amplifiziert oder mutiert (Cloughesy 
et al., 2014; Furnari et al., 2015; Liu und Mischel, 2018). Somit gilt der EGFR-Status als GBM-
spezifisches Merkmal. Bei den verwendeten Primärkulturen konnten sowohl HT16360-1 als 
auch HT18328-3 zu den 60 % der EGFR-positiven Glioblastomen zugeordnet werden 
(siehe Abbildung 9, Abbildung 10), während HT18816 zu den EGFR-negativen Glioblastome 




Ein zweiter Antikörper zielte gegen das Intermediärfilament GFAP, welches das 
Hauptintermediärfilament im Cytoplasma reifer Astrozyten darstellt (Abaza et al., 1998; Eng 
et al., 2000; Doetsch, 2003). Durch Restrepo et al. konnte eine GFAP-Expression bei allen im 
Rahmen seiner Untersuchung eingesetzten Glioblastomzelllinien gezeigt werden (Restrepo 
et al., 2011). Mittels durchflusszytometrischer Analyse wurde folglich der GFAP-Status der in 
dieser Arbeit verwendeten Primärkulturen überprüft. Mit 86,3 % GFAP-positiven Zellen 
präsentierte sich die Primärkultur HT18328-3 (siehe Abbildung 10) mit der stärksten GFAP-
Färbung. Die Primärkulturen HT16360-1 (siehe Abbildung 9) und HT18816 (siehe Abbildung 
11) zeigten sich mit 68,6 % und 64,2 % GFAP-gefärbten Zellen ebenfalls als GFAP-positiv. 
Weiterhin lagen für die Primärkulturen HT16360-1 und HT18816 die Pathologieberichte 
inklusive des GFAP-Status des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden vor, welche 
für die genannten Primärkulturen einen positiven GFAP-Status bestätigten (siehe Tabelle 11). 
Aus den oben aufgeführten Ergebnissen kann schlussfolgernd von einem glialen Ursprung der 
verwendeten Primärkulturen ausgegangen werden. 
Der dritte verwendete Antikörper richtete sich gegen den allgemeinen Tumorstammzellmarker 
CD44 (Jaggupilli und Elkord, 2012; Yan et al., 2015). Seine Überexpression in Glioblastomen 
ist durch literarische Quellen bestätigt (Wang et al., 2017). Mit > 95 % CD44-gefärbten Zellen 
zeigten sich alle drei Primärkulturen CD44-positiv (siehe Abbildung 9, Abbildung 10, Abbildung 
11) und demnach als Tumorzellen.  
Summa summarum lässt sich die pathologische Beurteilung der Resektate als Rezidive eines 
Glioblastoma multiforme durch die in vitro-Antikörpertestungen für die Primärkulturen 
verifizieren. 
 
4.2  Radiotherapie 
Da im Rahmen der konventionellen Glioblastom-Therapie die Radiotherapie standardmäßig 
zum Einsatz kommt (siehe 1.3.1), wurde auch im Rahmen dieser Arbeit deren verstärkende 
zytotoxische Wirkung im Zusammenhang mit der TTField-Applikation sowie der Inhibierung 
der Aurora B-Kinase durch AZD1152 (BarasertibTM) genutzt und untersucht. 
Die direkte zytotoxische Wirkung ionisierender Strahlung beruht auf der Induktion von DNA-
Einzel- und Doppelstrangbrüchen in proliferierenden Zellen, welche eine genomische 
Instabilität begünstigen, DNA-Reparaturmechanismen aktivieren und die Zellen in Folge einer 
fehlenden oder fehlerhaften Reparatur in die Apoptose leiten können (Suzuki et al., 2003; 
Wilson et al., 2014; Fontana et al., 2015; Gerelchuluun et al., 2015). Weiterhin besitzt 
ionisierende Strahlung eine indirekt zytotoxische Wirkung durch Steigerung der reaktiven 




Als standardmäßiges Verfahren wird die EBRT, bei älteren Menschen auch die 
hypofraktionierte Bestrahlung beim neu diagnostizierten Glioblastom, eingesetzt (siehe 1.3.2). 
In Bezug auf die Rezidivsituation gelten weiterhin die Brachytherapie sowie die stereotaktische 
Radiochirurgie als effektive Behandlungsoptionen, welche jedoch mit einer gesteigerten 
Toxizität vergesellschaftet sind (Barani und Larson, 2015). 
Zur Minimierung der grundlegenden zytotoxischen Wirkung finden erweiterte Techniken 
Einsatz. Ein Beispiel hierfür stellt die Protonenradiotherapie (PRT) dar, welche bei gleicher 
Zielvolumenabdeckung die Dosisbelastung für angrenzende Strukturen sowie Risikoorgane 
reduzieren konnte (Adeberg et al., 2016).  
Da im Rahmen dieser Arbeit lediglich der destruierende Effekt und Nutzen der Radiotherapie 
genutzt werden sollte, erfolgte eine konventionelle Bestrahlung der Primärkultur. Auch hierbei 
wurde die jeweils benötigte Dosis für das Erreichen des definierten Zielbereiches mit 
60 – 80 % vitaler Zellzahl individuell austitriert. Da normalerweise bei in vitro-Versuchen 
Einzeldosisbestrahlungen mit bis zu 10 Gy üblich sind, wurden auch in Anlehnung an die 
Erfahrungen der Arbeitsgruppe 2, 4, 6 und 8 Gy als Ausgangswerte festgelegt 
(Hasslacher, 2020). 
Wie in den Abbildung 15 dargestellt, nimmt die Zellzahl in Relation zur Kontrolle bei steigender 
Bestrahlungsdosis ab. Die beiden Primärkulturen HT16360-1 und HT18328-3 zeigten ein 
ähnliches Verhalten. Hierbei bewirkte bereits eine Bestrahlungsdosis von 2 Gy das Erreichen 
des definierten Zielbereichs mit 72 % (siehe Abbildung 15) beziehungsweise 76 % vitaler 
Zellzahl (siehe Abbildung 16). Die dritte verwendete Primärkultur HT18816 wies die 
empfindlichste Reaktion auf externe Bestrahlung auf, da bereits eine Dosis von 0,5 Gy zu einer 
Reduktion der Lebendzellzahl auf 72 % (siehe Abbildung 17) führte. Diese Reduktion der 
Lebendzellzahl entspricht der der anderen Primärkulturen bei einer Dosis von 2 Gy. 
Den unterschiedlich sensitiven Reaktionen der Primärkulturen auf die Bestrahlungsdosis 
können verschiedene Ursachen zu Grunde liegen. Aufgrund der Wirkung ionisierender 
Strahlung auf proliferierende Zellen, stellt die jeweilige Verdopplungszeit sowie die spezifische 
Zellteilungsrate der Primärkulturen eine mögliche Erklärung dar. Weiterhin können 
Gliomstammzellen (glioma stem cells, GSC) die Resistenz gegenüber Radiotherapie durch die 
Aktivierung der DNA-Reparatur fördern und somit ihre genomische Stabilität schützen (Bao 
et al., 2006). Ebenso obliegt es den checkpoints des Zellzyklus DNA-Schäden zu detektieren 
(siehe 1.4.1.1). Bei fehlender oder fehlerhafter Reparatur kann daraufhin die Zelle in die 
Apoptose übergleitet werden (Lewanski und Gullick, 2001). Als weiterer Gründe für eine 
mögliche Radioresistenz gelten Veränderungen im Tumormikromilieu sowie hypoxisch 
bedingte und metabolische Veränderungen in den Tumorzellen (Chan et al., 2016; Xie et al., 





4.3   Neuartige Behandlungsoptionen 
4.3.1 TTFields 
Bereits seit einigen Jahren wird das InovitroTM-System von diversen Forschungsgruppen für 
in vitro-Versuche eingesetzt. Erste Experimente zeigten bei Frequenzen unter 1 kHz 
stimulierende Effekte auf Herz, Nerv und Muskel sowie auf Knochenwachstum und 
Frakturheilung im Areal des elektrischen Feldes. Ebenjene positiven Effekte nahmen bei 
Frequenzen über 1 kHz bis 1 MHz wieder ab (Kirson et al., 2004). Das Ausmaß der 
inhibitorischen und destruierenden Effekte auf sich teilende Zellen konnte tumorspezifisch im 
Bereich von 100 - 500 kHz bei Feldintensitäten von 1 - 3 V/cm aufgezeigt werden (Hottinger 
et al., 2016). Während 100 kHz die spezifische Frequenz mit dem größten zytotoxischen Effekt 
für Melanome darstellt, liegt ebenjene für das Mammakarzinom bei 150 kHz und für Gliome 
sowie Ovarialkarzinome bei 200 kHz (Kirson et al., 2007; Voloshin et al., 2016; Mittal et al., 
2018). Die verschiedenen Arbeitsgruppen orientierten sich in ihrem Versuchsablauf jeweils 
aneinander. So lässt sich zusammenfassend festhalten, dass die Zellen zu Versuchsbeginn 
jeweils 24 h inkubierten und anschließend einer 72-stündigen TTField-Behandlung unterzogen 
wurden. Aufgrund der durch das elektrische Feld bedingten erhöhten Verdunstung des 
Mediums erfolgte ein täglicher Mediumwechsel (Kirson et al., 2004; Kirson et al., 2007; Porat 
et al., 2017). Damit die Daten dieser Arbeit mit Ergebnissen vergangener sowie aktueller 
Forschung verglichen werden können, wurde der eben genannte Ablauf beibehalten. 
Für die kommerziellen Glioblastomzelllinien U87-MG lagen bereits mehrere TTField-
Untersuchungen vor, welche die Intensität von 200 kHz sowie die Feldstärke von 1,7 V/cm als 
optimal bestätigten (Porat et al., 2017). Weiterhin konnte hierdurch eine Reduktion der Zellzahl 
auf 42 % vitale Zellen in Relation zur Kontrolle erreicht werden. Die Experimente mit den 
Primärkulturen von GBM-Rezidiven zeigten mit 50 – 57 % (siehe Abbildung 18, Abbildung 19, 
Abbildung 20) eine geringere Zellzahlreduktion. Ähnliche Ergebnisse erzielte bereits Frau 
Paula Bartmann (Bartmann, 2020) an Primärkulturen eines primären Glioblastoma multiforme. 
Um den erwarteten zytoreduktiven Effekt abbilden zu können, wurde in Bezug auf die 
Bestrahlungsdosis sowie AZD1152-Konzentration eine mäßige Reduktion um 20 – 40 % 
austitriert. 
Eine erste Phase-III-Studie (EF-11) untersuchte 2012 die Wirkung der TTField-Behandlung 
auf das GBM-Rezidiv und eine weitere Phase-III-Studie (EF-14) 2017 den Effekt am neu 
diagnostizierten GBM. Während die EF-11 ihren primären Endpunkt, ein verlängertes 
Gesamtüberleben, nicht erreichen konnte, zeigte die EF-14 durch die zusätzlich zur 
Standardtherapie durchgeführte Applikation eines elektrischen Feldes ein signifikant 
verlängertes Überleben (Stupp et al., 2012; Stupp et al., 2017). Aufgrund ebenjener Studien 




negativen Einfluss auf die Zellteilung haben, wie der Radiotherapie sowie den Einsatz des 
Aurora B-Kinase-Inhibitors AZD1152, sinnvoll zu sein. Diese Kombinationen sollen den 
zytotoxischen Effekt der TTFields unterstützen und bestenfalls additiv verstärken.  
Für eine Kombination der TTFields mit weiteren Behandlungsansätzen sprechen ebenfalls die 
geringen Nebenwirkungen der TTFields. So wurde als einzige relevante Nebenwirkung eine 
moderate Hautirritationen detektiert, weshalb sich die TTField-Applikation als gut verträglich 
und bei multimorbiden Patienten einsetzbar versteht (Kirson et al., 2007). Ebenjene 
Hauterscheinungen konnten einerseits mittels präventiver Interventionen vorgebeugt sowie 
durch lokale Steroidapplikation und wechselnder Elektrodenpositionen kuriert werden 
(Lacouture et al., 2014).  
Die Behandlungsoption mittels elektrischer Feldapplikation stellt weiterhin ein aktuelles 
Forschungsfeld dar. So werden im Bereich der Tumore des ZNS der Nutzen der kombinierten 
Therapie von Optune®, Nivolumab und Ipilimumab am GBM-Rezidiv getestet. Weiterhin wird 
deren Einsatz im Kindesalter an GBM-Rezidiven, fortschreitenden supratentoriellen Gliomen 
sowie Ependymomen untersucht. Bei Patienten höheren Alters mit primären ZNS-Lymphomen 
steht die kombinierte Therapie von TTFields und Radiotherapie im Vordergrund (Soni und 
Yanagihara, 2019). Ebenso wird das Potential des Neuroimagings als prädiktives 
bildgebendes Verfahren für das Ansprechen auf TTFields näher beleuchtet (Soni und 
Yanagihara, 2019). Ausgehend vom Einsatz in Bereich der ZNS-Tumore wird die klinische 
Anwendung sowie der Nutzen elektrischer Felder auf weitere klinische Bereiche ausgeweitet. 
So wird ihre Wirkung auf Ovarialkarzinome, nicht-kleinzellige Lungenkarzinome, 
Pleuramesotheliome, hepatozelluläre Karzinome sowie Pankreaskarzinome in klinischen 
Studien verschiedenster Stufen getestet (Pless et al., 2013; Vergote et al., 2018; Ceresoli 
et al., 2019; Rivera et al., 2019). 
 
4.3.2 Aurora B-Kinase-Inhibitor AZD1152 
Zur Verstärkung der zytotoxischen Wirkung der TTFields wurde in dieser Arbeit der Aurora B-
Kinase-Inhibitor AZD1152 (BarasertibTM) additiv eingesetzt. Die Aurora B-Kinase bildet den 
enzymatischen Teil des CPC (siehe 1.4.1.2). Somit liegen ihre Hauptaufgaben in der Kontrolle 
der Mitose des Zellzyklus (Vader et al., 2006). Durch den Einsatzes ihres Inhibitors entfällt 
demnach sowohl die Kontrolle der ordnungsgemäßen Chromosomen-Mikrotubuli-Interaktion 
sowie der äquatorialen Anordnung der Schwesterchromatiden, als auch der vollständigen 
Zytokinese (Vader et al., 2006). Hierdurch kommt es zur Steigerung der Endoreduplikation 
sowie zur Entstehung polyploider Zellen, welche wiederum die Überleitung in die Apoptose 




TTFields auf die Zellteilung wirken, wurden ebenjene kombiniert, um additiv-zytotoxische 
Effekte zu bewirken und sich gegenseitig in ihrer Wirkung zu ergänzen. 
Bisherige Studien zeigten eine gesteigerte Expression der Aurorakinasen in verschiedensten 
Tumorentitäten. Zu ihnen zählen Gliome, Prostata-, Mamma-, hepatozelluläres und 
Schilddrüsenkarzinom sowie in maligne hämatologische Zellen der akuten myeloischen 
Leukämie (AML), akuten lymphoblastischen Leukämie (ALL) und chronisch myeloischen 
Leukämie (CML) (Araki et al., 2004; Chieffi et al., 2006; Ulisse et al., 2006; Yang et al., 2007; 
Aihara et al., 2010; Gully et al., 2010; Loh et al., 2010). Durch diese Erkenntnis rückte die 
Inhibierung der Aurorakinasen ins Zentrum zielgerichteter Therapieansätze. So konnten 
präklinische in vivo-Studien an Xenograft-Mausmodellen des humanen Colon-, Pankreas-, 
Lungen- oder hepatozellulärem Karzinoms sowie von hämatopoetischen Tumoren eine 
signifikante Zellzahl- und somit Tumorreduktion alleinig durch den Aurora B-Kinase-Inhibitor 
AZD1152 sowie durch dessen Kombination mit Radiotherapie und Chemotherapeutika 
aufzeigen (Wilkinson et al., 2007; Yang et al., 2007; Evans et al., 2008; Tao et al., 2009; Aihara 
et al., 2010; Azzariti et al., 2011). 
Verschiedene Phase-I und II-Multicenter-Studien solider maligner Tumore und der AML 
untersuchten ebenjenen Effekt im klinischen Setting. Als relevante Aspekte galten das 
Ansprechen des jeweiligen Tumors sowie die Sicherheit und Toleranz des intravenös 
applizierten BarasertibTM (Boss et al., 2011; Löwenberg et al., 2011; Dennis et al., 2012). Bei 
beiden Erkrankungen konnte mittels BarasertibTM ein Fortschreiten der Erkrankung verhindert 
und somit der Zeitraum der stable disease verlängert werden. Hinsichtlich der Sicherheit und 
Toleranz gilt BarasertibTM im Allgemeinen als gut verträglich. Nicht-febrile sowie febrile 
Neutropenien stellten die häufigste Nebenwirkung dar. Neben dieser wurden ebenfalls 
Thrombo- und Leukopenien, Mukositiden sowie Stomatitiden detektiert (Boss et al., 2011; 
Löwenberg et al., 2011). Ebenjene Nebenwirkungen sind nicht außer Acht zu lassen. Jedoch 
ist auch die Standardchemotherapie mit TMZ, sowohl beim neudiagnostizierten als auch 
Rezidivtumor, vereinzelt mit hämatologisch toxischen Effekten vergesellschaftet (Stupp et al., 
2005). 
Rückblickend auf mehrere in vitro-Studien variierte die mittlere inhibitorische Konzentration 
(IC50) des AZD1152 jeweils zelllinienabhängig. Während diese für leukämische Zelllinien der 
AML, ALL, akuten eosinophilen Leukämie und CML-Blastenkrise von 3 nM bis 40 nM lag, 
wurden in einer anderen Studie für Burkitt-Lymphomzellen 50 nM bis 100 nM ermittelt (Yang 
et al., 2007; Ikezoe et al., 2009). Bei malignen Melanomzellen lag die IC50 mit 300 nM deutlich 
höher (Porcelli et al., 2015). In Bezug auf das kleinzellige Lungenkarzinom fanden sich die 
IC50-Werte bei < 50 nM und somit im unteren Bereich wieder (Helfrich et al., 2016).  
Da bisher nur selten AZD1152 (BarasertibTM) an Primärkulturen Verwendung fand, wurde sich 




entsprechende Konzentration jeweils primärkulturspezifisch titriert. Hierbei war es nicht das 
Ziel einen maximal zytotoxischen, sondern einen moderaten Effekt zu erreichen. Dieser 
ermöglichte bei den verschiedenen Zweifachkombinationen sowie der Dreifachtherapie eine 
quantitative durchflusszytometrische Analyse der Ergebnisse.  
Trotz der Eigenschaft eine Polyploidie zu begünstigen, wurde sich für die Ermittlung der 
Lebendzellzahl in Relation zur Kontrolle als Analysemethode entschieden, um so für die 
Kombinationen eine ausreichende Zellzahl zur Abbildung additiver Effekte zur Verfügung zu 
haben.  
Als Ausgangswerte wurden AZD1152-Konzentration von 10, 15, 20, 30, 50 und 75 nM für alle 
Primärkulturen verwendet und spezifisch an deren Verhalten angepasst. So wurde bei der 
Primärkultur HT16360-1 eine Konzentration von 25 nM statt 20 nM AZD1152 verwendet und 
bei HT18816 zusätzlich 5 nM hinzugefügt, um weitere Werte im Zielbereich zwischen 60 % 
und 80 % lebender Zellen zu erhalten (siehe Abbildung 12, Abbildung 14).  
Alle drei Primärkulturen zeigen eine unterschiedliche Sensitivität gegenüber AZD1152. 
Während die Primärkultur HT16360-1 30 nM AZD1152 benötigte, um die Lebendzellzahl auf 
den gewünschten Zielbereich zwischen 60 % und 80 % zu reduzieren (siehe Abbildung 12), 
genügten für HT18328-3 15 nM AZD1152 (siehe Abbildung 13) und für HT18816 lediglich 5 nM 
AZD1152 (Abbildung 14). 
Da AZD1152 eine Polyploidie begünstigt, könnte eine Ursache für das unterschiedliche 
Ansprechen der Primärkulturen auf die gleichen AZD1152-Konzentrationen in deren initialen 
Ploidiegrad liegen, weshalb Zellen mit einem diploiden oder tetraploiden Chromosomensatz 
unterschiedliche Sensitivitäten zeigen können. Ebenjener wurde im Rahmen der 
Kombinationsversuche ermittelt und in deren Auswertung berücksichtigt (siehe 3.5.3). 
Weiterhin kann die jeweilige Passage die Expression möglicher protektiver Enzyme und 
Reparaturmechanismen der Primärkultur beeinflussen, wie dies am Beispiel der primären 
Hepatozytenzelllinie HepG2 untersucht und gezeigt wurde (Wilkening und Bader, 2003). Da 
es sich beim Glioblastoma multiforme um eine äußerst heterogene Tumorentität mit vielfältigen 
Mutationen handelt und ebenjene durch Chemo- und Radiotherapien beim Rezidivtumor 
nochmals verstärkt werden, kann hierin ebenfalls ein unterschiedliches Therapieansprechen 
begründet werden (Suzuki et al., 2003; Aldape et al., 2015; Pich et al., 2019). 
 
4.4   Kombinierte Behandlungsmethoden – Zwei- und Dreifachtherapie 
Da die EF-11 Studie keinen signifikanten Überlebensvorteil der alleinigen TTField-Applikation 
bei GBM-Rezidiven aufzeigte, versteht sich hierdurch die Kombination dieser 
nebenwirkungsarmen Therapie mit weiteren Behandlungsansätzen als notwendig (Stupp 




durch TTFields induzierte Sensibilisierung der Zelle gegenüber Radiotherapie verdeutlicht 
werden (Karanam et al., 2017). Folglich scheint deren kombinierter Einsatz zielführend. Da 
zudem sowohl TTFields als auch Radiotherapie den Zellzyklus beeinflussen, wurde in dieser 
Arbeit gezielt deren Wirkung mit dem Aurora B-Kinase-Inhibitor AZD1152 (BarasertibTM) 
kombiniert, um mögliche synergistisch/additiv-zytotoxische Effekte zu erzielen. Für die 
Kombination von Chemo- und Radiotherapie sind zudem zeitlich verschiedene Einsätze 
gängig. So kann der Einsatz der Chemotherapie neoadjuvant (vor der Radiotherapie), adjuvant 
(nach der Radiotherapie) und konkomitant (zeitgleich zur Radiotherapie) erfolgen. Hierbei 
konnte Tao et al. einen verbesserten Effekt bei neoadjuvantem AZD1152-Einsatz aufzeigen 
(Tao et al., 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch ein adjuvanter Einsatz durchgeführt. 
Dieser ermöglicht die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den anderen Behandlungsgruppen 
im experimentellen Setting. 
Im Anschluss an die einzelnen Titrationen der Bestrahlungsdosis sowie der AZD1152-
Konzentration folgte die Durchführung der Zweifachkombinationen RT/TTFields, 
TTFields/AZD1152 und RT/AZD1152 sowie der Dreifachkombination RT/TTFields/AZD1152. 
Der zu erwartende zytotoxische Effekt konnte bereits in den Einzelbehandlungen aufgezeigt 
werden (siehe Abbildung 12 - Abbildung 17), wobei für die Zweifachkombinationen signifikant 
bis höchst signifikant Effekte im Vergleich zur Einzelbehandlung ermittelt wurden (siehe 
Abbildung 18, Abbildung 19, Abbildung 20). Lediglich für die Primärkultur HT16360-1 konnte 
für die RT/AZD- Zweifachkombination gegenüber der alleinigen TTField-Behandlung kein 
signifikanter Effekt nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18, Abbildung 19). Die 
Dreifachtherapie bewirkte eine starke Reduktion der Lebendzellzahl auf 20 % vitale Zellen bei 
der Primärkultur HT16360-1, 28 % bei HT18328-3 sowie 34 % bei HT18816 (siehe Abbildung 
18, Abbildung 19, Abbildung 20). Im Vergleich zu den einzelnen Zweifachkombinationen waren 
diese Ergebnisse signifikant bis höchst signifikant. Lediglich für die Primärkultur HT18328-3 
zeigte die Dreifachkombination kein signifikantes Ergebnis gegenüber der 
Zweifachkombination TTFields/AZD1152 (siehe Abbildung 18, Abbildung 19, Abbildung 20). 
Diese sich von der Einzeltherapie über die Zweifach- zur Dreifachkombination steigernden 
zytotoxischen Effekte sind auf die zunehmende Störung des Zellzyklus durch die Kombination 
der Einzeltherapien zurückzuführen.  
So bewirken TTFields eine Hemmung der Mitose, insbesondere der Meta- und Telophase 
sowie der Zytokinese (siehe 1.4.3). Im Gegensatz dazu wird durch ionisierende Strahlung 
insbesondere der Zellzyklus in der G2/M- und G1/S-Phase arretiert, während AZD1152 zu 
einer Hemmung des G2/M-Übergangs und zu vermehrter Polyploidie führt (Pawlik und 
Keyomarsi, 2004; Tao et al., 2008; Tao et al., 2009). Aus diesem Grund erfolgte eine Analyse 
des Chromosomensatzes nach den verschiedenen Behandlungsansätzen. Während sich die 




Chromosomensatz kennzeichneten, zeigte sich HT18816 diploid (siehe Abbildung 22, 
Abbildung 23, Abbildung 24). Mit zunehmender Behandlungsintensität wies lediglich die 
Primärkultur HT18328-3 eine deutliche Zunahme des Chromosomensatzes >4n auf. Ebenjene 
Wirkung auf den Chromosomensatz wurde bereits in mit AZD1152-behandelten Colon- und 
Pankreaszelllinien nachgewiesen. Hierfür konnte zudem eine konzentrations- und 
zeitabhängige Wirkung sowie eine Inhibierung des Zellwachstums mit gleichzeitiger Induktion 
der Apoptose durch AZD1152 verdeutlicht werden (Azzariti et al., 2011). Die Ursache für die 
in den Primärkulturen HT16360-1 und HT18816 fehlende Änderung des Chromosomensatzes 
im Vergleich zur Kontrolle sowie der initialen Tetraploidie von HT16360-1 und HT18328-3 
könnte möglicherweise in der vorangegangenen Therapie des Primärtumors liegen. Da es sich 
bei den Primärkulturen um Rezidivtumore handelt, ist davon auszugehen, dass alle Zellen 
bereits mit Radiotherapie behandelt wurden sowie einer begleitenden oder anschließenden 
Behandlung mit Temozolomid ausgesetzt waren (siehe 1.3.1). Ionisierende Strahlung kann 
auch in nachkommenden Generationen überlebender Zellen eine Spätreaktion verursachen, 
die zum Zelltod, weiteren Mutationen oder Radiotherapie-induzierter Karzinogenese führen 
kann (Suzuki et al., 2003).  
Obwohl in der Radiotherapie die fokale, fraktionierte, externe Elektronenbestrahlung 
(external beam radiation therapy, EBRT) als Standard gilt, rückte in den letzten Jahren die 
Protonentherapie als spezifische Radiotherapie in den Vordergrund. Die Ursache hierfür liegt 
in ihrer zielgenaueren Bestrahlung, resultierend in einer Minimierung von Nebeneffekten 
(Mohan und Grosshans, 2017; Scartoni et al., 2020). So wurde auch der Primärtumor der 
Primärkultur HT18816 einer Protonentherapie unterzogen, während die anderen beiden 
Primärkulturen eine konventionelle Bestrahlung, begleitet von TMZ, erhielten (Quelle: Klinik 
und Poliklinik für Neurochirurgie, Universitätsklinikum Carl Gustav Carus Dresden). In der 
genannten Zelllinie mit diploidem Chromosomensatz zeigte sich ebenso wie bei der 
Primärkultur HT16360-1 keine Änderung des Chromosomensatzes (siehe Abbildung 24). In 
Bezug auf die Wirkungsweise ionisierender Strahlung ist eine Induktion des Zellzyklusarrest 
in der G1-, S- und G2/M-Phase bekannt (Pawlik und Keyomarsi, 2004). Weiterhin gilt 
insbesondere die G2/M-Phase als ausgesprochen radiosensitiv (Terasima und Tolmach, 
1963; Pawlik und Keyomarsi, 2004).  
Mittels lichtmikroskopischer Bilder sowie der CLSM wurden zusätzlich qualitative 
zellmorphologische Effekte der verschiedenen Behandlungsansätze detektiert. Hierbei konnte 
eine Abnahme der Zellzahl in allen Primärkulturen und folglich ein insgesamt zytoreduktiver 
Behandlungseffekt detektiert werden. Bei der Primärkultur HT16360-1 brachte die alleinige RT 
keine Veränderungen hervor, während TTFields und AZD1152 (BarasertibTM) sowie die Zwei- 
und Dreifachkombinationen zu einer Zunahme des Zellvolumens und Kernfragmentierung 




Primärkultur HT18328-3 mit kleineren rundlichen Zellen in der Kontrollgruppe, während für die 
Zweifachkombinationen mit AZD1152 und die Dreifachkombination die obig genannten Effekte 
detektiert wurden (siehe Abbildung 26). Für die Primärkultur HT18816 konnten sowohl eine 
Größenzunahme als auch -abnahme mit Zweifachteilung der Zellkerne abgebildet werden 
(siehe Abbildung 27). Ebenjene zellmorphologischen Veränderungen wurden bereits in 
früheren Versuchen nach 48-stündiger AZD1152-Behandlung sowie beim kombinierten 
Einsatz von RT und TTFields beschrieben (Kim et al., 2016; Wiedemuth et al., 2016). Ein 
weiterhin invers mit der Zellgröße korrelierender Effekt der TTFields konnte ebenfalls gezeigt 
werden (Mun et al., 2018). Auch Tao et al. konnte eine verstärkte Mehrkernigkeit, 
Verkleinerung der Zellkerne in vivo und eine Verzögerung des Tumorwachstums durch den 
kombinierten Einsatz von AZD1152 und Radiotherapie im Vergleich zur alleinigen 
Radiotherapie aufzeigen (Tao et al., 2008; Tao et al., 2009). 
Zusammenfassend zeigte die Kombination von Radiotherapie, TTFields und AZD1152 einen 
synergistisch-zytotoxischen Effekt. Jedoch verhindert die hohe intratumorale Heterogenität 
des Glioblastoma multiforme ein einheitliches Ansprechen aller Tumorzellen auf die einzelnen 
Therapieansätze (Weichselbaum et al., 1988; Aldape et al., 2015).  
Zur besseren Einordnung der Ergebnisse wäre die Untersuchung einer größeren Auswahl von 
Primärkulturen sinnvoll, um folglich ein breiteres Spektrum der Tumorheterogenität abbilden 
und in die Untersuchung einschließen zu können. Weiterhin scheint die Beachtung der 
vorherigen Behandlung hilfreich. Durch ebenjene könnten potenzielle Resistenzmechanismen 
aufgedeckt werden. Zur Reduzierung der systemischen Nebenwirkung des AZD1152 
(BarasertibTM) könnte im klinischen Setting ein zeitlich optimierter Einsatz dienen. Tao et al. 
konnte in diesem Zusammenhang eine Verbesserung Radiosensitivität bei neoadjuvantem 






Mit einem medianen Überleben von 14 bis 16 Monaten und einer 5-Jahres-Überlebensrate 
von weniger als 5 % zählt das Glioblastoma multiforme (GBM) zu den aggressivsten Tumoren 
des zentralen Nervensystems (Cloughesy et al., 2014; Batash et al., 2017; Guberina et al., 
2020). Das GBM, auch als WHO-Grad IV-Astrozytom bezeichnet, ist mit > 50 % aller glialen 
Tumoren der häufigste maligne hirneigene Tumor (Ohgaki und Kleihues, 2005). Aufgrund ihrer 
infausten Prognose ist eine Weiterentwicklung und Optimierung der aktuellen 
Leitlinientherapie sowie die Entwicklung neuartiger Therapiekonzepte für Primärtumore und 
Rezidive unentbehrlich.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden neuartige Therapieansätze, wie elektrische Wechselfelder 
(tumor treating fields, TTFields) und der Aurorakinaseinhibitor AZD1152 sowie die 
konventionelle, in der Leitlinie des Primärtumors verankerte Radiotherapie eingesetzt. 
Während eine Strahlentherapie in erster Linie durch die Induktion von DNA-Einzel- und 
Doppelstrangbrüchen wirkt, beruht der Wirkmechanismus der TTFields auf eine Störung der 
Dipol-gesteuerten Schritte während der Zellteilung. Dies führt folglich zu einer Arretierung des 
Zellzyklus in der G2/M- und G1/S-Phase. Sofern eine Reparatur an den checkpoints nicht 
möglich ist, erfolgt die Überleitung der Zelle in die Apoptose (Suzuki et al., 2003; Wilson et al., 
2014; Fontana et al., 2015; Gerelchuluun et al., 2015). Die TTFields kamen mittels des 
InovitroTM-Systems zum Einsatz, die insbesondere inhibierend auf die M-Phase des Zellzyklus 
wirken (Gutin und Wong, 2012; Saria und Kesari, 2016). Für das Glioblastoma multiforme 
wurde dabei eine spezifische Frequenz von 200 kHz und eine Feldintensität von 1,7 V/cm 
bestimmt, welche das außerhalb des Zielgebiets liegende Gewebe schont (Kirson et al., 2009; 
Fabian et al., 2019). Für Primärtumore eines Glioblastoma multiforme konnte in der 
EF-14-Studie bereits ein signifikant verlängertes Überleben durch TTFields bestätigt werden, 
während für das Rezidiv in der EF-11-Studie lediglich eine Verbesserung der Lebensqualität 
erreicht wurde jedoch keine Verlängerung der Überlebenszeit (Stupp et al., 2012; Stupp et al., 
2017). Ein vielversprechender Therapieansatz scheint außerdem der Einsatz des Aurora B-
Kinase-Inhibitors AZD1152 zu sein. Als enzymatischer Teil des chromosomale passenger 
complex (CPC) liegt die Hauptaufgabe der Aurora B-Kinase in der Kontrolle der Mitose des 
Zellzyklus (Vader et al., 2006). Resultierend aus der Aufhebung des genannten 
Kontrollmechanismus mittels AZD1152 (Barasertib™) kommt es zum Anstieg polyploider 
Zellen, wodurch eine Überleitung in die Apoptose erfolgt (Zekri et al., 2016). Schlussfolgernd 
erscheint in Anbetracht der Einzeleffekte von Radiotherapie, TTFields und Aurora B-Kinase-
Inhibierung deren kombinierter Einsatz wesentlich bedeutsam, wodurch der vorliegenden 
Arbeit die Hypothesen eines überwiegenden Effekts der Dreifachkombination im Vergleich zu 




Für die drei in dieser Arbeit eingesetzten Primärkulturen eines Glioblastoma multiforme 
Rezidivs konnte für die Dreifachkombinationstherapie gegenüber den Einzelbehandlungen ein 
hoch bis höchst signifikant additiv-zytotoxischer Effekt nachgewiesen werden. Im Mittel gelang 
eine Reduktion der Lebendzellzahl auf 20 – 34 % vitaler Zellen. Auch in Bezug auf die 
einzelnen Zweifachkombinationen wurden signifikante, hoch signifikante sowie ein höchst 
signifikantes Ergebnis für die Dreifachkombinationstherapie erzielt. Lediglich für die 
TTFields/AZD1152-Kombinationsbehandlung der Primärkultur HT18328-3 traf dies nicht zu. 
Mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie wurden ergänzend qualitative, 
zellmorphologische Änderungen visualisiert. Während sich in den Einzelbehandlungen sowie 
den Zweifachkombinationen Veränderungen der Zell- und Kerngröße sowie eine 
Kernfragmentierung andeuteten, waren diese Effekte in der Dreifachkombination deutlicher 
ausgeprägt. Die bereits quantitativ detektierten synergistisch zytotoxischen Effekte konnten 
durch lichtmikroskopische Bilder verifiziert werden. 
Langfristiges Ziel dieser Arbeit ist, die Kombinationstherapie im Rahmen von klinischen 
Studien zu testen. Jedoch sollte, aufgrund der insgesamt hohen inter- und intratumoralen 
Heterogenität des Glioblastoma multiforme im Vorfeld zur Etablierung des klinischen Einsatzes 
das Verhalten weiterer Primärkulturen untersucht werden. Ebenso erscheint die 
Berücksichtigung der vorausgehenden Behandlung der Patienten sowie des Ploidiegrades der 
Primärkultur als relevant, um ein unterschiedliches Therapieansprechen sowie mögliche 
Resistenzmechanismen nachzuvollziehen. Ferner sollte ein neoadjuvanter Einsatz des 
AZD1152 weiter verifiziert werden, denn eine Verbesserung der Radiosensibilität, resultierend 
in einem gesteigerten Therapieansprechen, konnte bereits aufgezeigt werden (Tao et al., 
2009). Zur Minimierung der systemischen Nebenwirkungen des AZD1152 (Barasertib™) wäre 
die Etablierung einer gezielten, lokalen Anwendung im Sinne einer intraoperativen oder 





With a median survival of 14 to 16 months and a 5-year survival rate of less than 5 %, 
glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most aggressive tumours of the central nervous 
system (Cloughesy et al., 2014; Batash et al., 2017; Guberina et al., 2020). GBM, also known 
as WHO grade IV astrocytoma, is the most common malignant brain tumor with > 50% of all 
glial tumors (Ohgaki und Kleihues, 2005). Due to its dismal prognosis, further development 
and optimisation of the current guideline therapy as well as the development of novel 
therapeutic concepts for primary tumours and recurrences is indispensable.  
Within the framework of this work, novel therapeutic approaches such as alternating electric 
fields (tumor treating fields, TTFields) and the aurorakinase inhibitor AZD1152 as well as 
conventional radiotherapy anchored in the guideline of the primary tumor were applied. 
 While radiotherapy primarily works by the induction of DNA single and double strand breaks, 
the mechanism of action of TTFields is based on a disruption of the dipole-controlled steps 
during cell division. Consequently, this leads to a locking of the cell cycle in the G2/M and G1/S 
phase. If repair at the checkpoints is not possible, the cell is transferred to apoptosis (Suzuki 
et al., 2003; Wilson et al., 2014; Fontana et al., 2015; Gerelchuluun et al., 2015). The TTFields 
were used by means of the InovitroTM system, which has a particularly inhibitory effect on the 
M-phase of the cell cycle (Gutin und Wong, 2012; Saria und Kesari, 2016). For glioblastoma 
multiforme, a specific frequency of 200 kHz and a field intensity of 1.7 V/cm was determined, 
which spares the tissue outside the target area (Kirson et al., 2009; Fabian et al., 2019). For 
primary tumours of glioblastoma multiforme a significantly prolonged survival could already be 
confirmed by TTFields in the EF 14 study, whereas for recurrent tumours only an improvement 
in quality of life was achieved in the EF 11 study (Stupp et al., 2012; Stupp et al., 2017). The 
use of the Aurora B kinase inhibitor AZD1152 also appears to be a promising therapeutic 
approach. As an enzymatic part of the chromosomal passenger complex (CPC), the main task 
of the aurora B-kinase is to control cell cycle mitosis (Vader et al., 2006). As a result of the 
removal of the above-mentioned control mechanism by means of AZD1152 (BarasertibTM), 
there is an increase in polyploid cells, which leads to a transition to apoptosis (Zekri et al., 
2016). In conclusion, considering the single effects of radiotherapy, TTFields and Aurora 
B-kinase inhibition, their combined use seems to be of considerable importance. Therefore, 
the present study is based on the hypotheses of a predominant effect of the triple combination 
compared to the single therapy and the respective dual combination treatments. 
For the three primary cultures of a glioblastoma multiforme recurrence used in this work, a high 
to highly significant additive cytotoxic effect could be demonstrated for the triple combination 
therapy compared to the single treatments. On average, a reduction in the number of living 




results were also achieved with regarding to the individual dual combination treatments. Only 
for the TTFields/AZD1152 combination treatment of the primary culture HT18328-3 this was 
not true. 
Confocal laser scanning microscopy was used to visualise qualitative, cell morphological 
changes. While changes in cell and core size as well as nucleus fragmentation were indicated 
in the single treatments as well as in the dual combination treatments, these effects were more 
pronounced in the triple combination. The already quantitatively detected synergistic cytotoxic 
effects could be verified by light microscopic images. 
The long-term goal of this work is to test the combination therapy in clinical trials. However, 
due to the overall high inter- and intratumoral heterogeneity of glioblastoma multiforme, the 
behaviour of further primary cultures should be investigated in advance of establishing clinical 
use. In addition, consideration of the previous treatment of the patients as well as the degree 
of ploidy of the primary culture seems to be relevant to understand a different response to 
therapy and possible resistance mechanisms. Furthermore, a neoadjuvant use of AZD1152 
should be further verified, as an improvement in radiosensitivity resulting in an increased 
response to therapy has already been demonstrated (Tao et al., 2009). In order to minimize 
the systemic side effects of AZD1152 (BarasertibTM), the establishment of a targeted, local 
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Die Darstellung fremdsprachiger Begriffe erfolgte kursiv und deren Übersetzung sowie 
Abkürzung wurde in Klammern hinzugefügt. 
Ebenso wurden die Abkürzungen fremdsprachiger Begriffe, welche in der deutschen 
Fachsprache Verwendung finden beibehalten, auch wenn diese nicht mit den Abkürzungen 
der deutschen Begriffe übereinstimmen. 
 
α-KG   alpha-Ketoglutarat 
Abb.   Abbildung 
ALL   akute lymphatische Leukämie 
AML    akute myeloische Leukämie  
ATRX   Alpha-thalassemia mental retardation syndrom X-linked  
BSA    bovine serum albumine  
bzw.   beziehungsweise 
CCNU    Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea  
CD44    cluster of differentiation 44  
Cdl    cyclin dependent kinase  
CML   chronische myeloische Leukämie 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
CPC   chromosomale passenger complex  
CR   complete response  
CT    Computertomographie  
D20s   Dosis in 20 s nach dem Start der Röntgenröhre 
DL   Dosisleistung 
DGN   Deutsche Gesellschaft für Neurologie 
DMEM    Dulbecco's Modified Eagle Medium  
DMSO   Dimethylsulfoxid  
DNA    desoxyribonucleic acid  
DTI    Diffusions-Tensor-Bildgebung  
EANO    European Association of Neuro-Oncology  
EBRT   external beam radiation therapy 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure  
EGFR    epidermal growth factor receptor  
FKS    fetales Kälberserum  
FSC    forward scatter  




GBM    Glioblastoma multiforme  
GSC   glioma stem cells 
GSSG   Glutathion, oxidierte Form 
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LOH    loss of heterozygosity  
MGMT   Methylguanin-Methyltransferase  
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MRT    Magnetresonanztomographie  
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n    Versuchsansätze pro Versuch  
NOS   not otherwise specified 
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PD   progressive disease 
PFA    Paraformaldehyd  
PI    Propidiumiodid  
PR   partial response 
PRT   Protonentherapie 
PTEN   phosphatase and tensin homolog 
RNA   ribonucleic acid 
ROS   reactive oxygen species 
RT   Radiotherapie 
RTK   Rezeptor-Tyrosinkinase 
SCP    spindle checkpoint  
SD   stable disease 
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TP53    Tumorsuppressor-Protein 53  
TTFields   Tumor Treating Fields  
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WHO   world health organisation 
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